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KAPITULLI 1

Ngritja e njé laboratori té kulturés qelizore dhe
indore té biméve

1.1. Projektimi dhe organizimi i laboratorit té kulturave indore té
biméve

Laboratorét e kulturave in vitro me drejtim bimor kané kérkesa té vecanta, gé
ndryshojné nga tipet e tjeré té laboratoréve. Pércaktimi i vendndodhjes sé
laboratorit té kulturés sé indeve éshté njé vendim i réndésishém. Duhet té
shmanget vendosja e tij prané laboratoréve gé trajtojné mikroorganizmat, insektet
ose objektet gé pérdoren pér ruajtjen e farave ose materialeve té tjera bimore.
Ndotja nga rrymat e ajrit dhe trafiku i larté i 1évizjes sé njerézve mund té krijojné
probleme né drejtim té infektimit té kulturave bimore.

Né projektimin e njé laboratori pér pérdorim té kulturés sé indeve bimore, duhet té
pozicionohen zonat e punés né ményré gé té keté njé garkullim té geté. Kéto
zakonisht pérfshijné sa vijon:

. Njé zoné larése e pérgjithshme;

. Njé zoné pér pérgatitjen e terreneve ushqyese, sterilizimin dhe ruajtjen e tyre;

. Njé zoné transferimi aseptike / sterile;

. Inkubatoré ose dhoma kulture me kushte fizike té kontrolluara;

. Miniserra me kushte té kontrolluara té mjedisit pér aklimatizimin e biméve té
reja té prodhuara nga kultura in vitro;

. Njé zoné vézhgimi / grumbullimi té té& dhénave.

1.1.1. Zonae larjes

Zona e larjes duhet té pérmbajé lavamané té médhenj, disa té veshur me plumb pér
t’i rezistuar acideve dhe bazave. Ve¢ késaj, duhet té pérmbajé raftet e kullimit té
enéve dhe furnizim té vazhdueshém me ujé té demineralizuar, ujé té distiluar dhe
ujé té bi-distiluar.

Sterilizatoré / furra tharése, larése enésh té automatizuara, banja me acid, dhe
kabinete magazinimi duhet té jené gjithashtu té pranishme né zonén e larjes. Duhet
té sigurohen té gjithé detergjentét e nevojshém dhe efektivé pér larjen e
kategorive té ndryshme té enéve laboratorike. Gjithashtu, nevojitet njé set furcash
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pér tuba / provéza me diametér té ndryshém, qé té mundésohet larja né thellési e
kétyre lloj enésh kulture.

1.1.2. Zona e pérgatitjes sé terreneve ushqyese

Zona e pérgatitjes sé terreneve duhet té keté hapésiré té bollshme magazinimi pér
kimikatet si dhe ené qelgi t¢ nevojshme pér pérgatitien dhe shpérndarjen e
terreneve ushqyese. Domosdoshmérisht, enét e qelgit duhet té jené té
autoklavueshme

Hapésira e bangos pér pérzierésit, matésit e pH, peshoret, banjat e ujit dhe pajisjet
pér shpérndarjen e terreneve ushqyese duhet té jené e mjaftueshme. Pajisjet e tjera
té nevojshme mund té pérfshijné pompa ultrafiltrimi, distilatoré, ndezés Bunsen
me njé burim gazi, frigoriferé pér ruajtjen e tretésirave dhe kimikateve, njé
mikrovalé si dhe njé autoklavé pér sterilizimin e terreneve ushqyese, enéve té
gelqit dhe instrumenteve.

1.1.3. Zona e transferimit aseptik / steril

Né Kkété zoné, té gjitha veprimet si: izolimi i eksplanteve, inokulimi né terrenin
ushqyes, mikroshumimi, etj. duhet té realizohen né njé mjedis steril, i cili duhet té
sigurojé ndotje minimale ose mungesé totale té mikroorganizmave té ndryshém.

Ményra mé efektive dhe mé e leverdisshme pér té siguruar kushte té tilla té
sterilitetit &shté pérdorimi i fluksit laminar i cili &shté njé kabinet i mbyllur, i
krijuar pér té parandaluar ndotjen e mostrave biologjike ose ¢do materiali tjetér.
Kabineti éshté zakonisht prej celiku inox, pa boshllége ose nyje, né ményré gé té
parandalohet grumbullimi i sporeve dhe sipérfaget t¢ mund té pastrohen dhe
dezinfektohen térésisht. Né fluksin laminar, jané té inkorporuara llambat UV gé,
mbahen té ndezura pér disa minuta né ményré qé té sterilizohet pjesa e brendshme
pérpara se té pérdoret kabineti. Né varési té drejtimit té rrjedhjes sé ajrit té filtruar,
fluksi laminar mund té jeté:

- vertikal: Kéto kabinete jo vetém qé filtrojné ajrin gé vjen nga jashté, por
gjithashtu rigarkullojné dhe filtrojné ajrin nga brenda. Megjithaté, ajri i pastér
garkullon vertikalisht mbi hapésirén e punés. Pra, ky drejtim i rrjedhés sé ajrit,
pérvecse mbron mostrat nga infektimi, mbron dhe operatorin nga infeksionet ose
rreziget gjaté punés me substanca té démshme (Fig. 1.1 a),

- horizontal: Kéto kabinete filtrojné ajrin nga jashté dhe fryjné ajrin e pastér nga
pjesa e pasme e kapakut drejt operatorit. Kjo krijon rrjedhjen horizontale téajrit.
Pér kultivimin in vitro, ky lloj kabineti &shté mé i pérshtatshmi pasi siguron kontrollin
mé té madh mbi ndotjen. Megjithaté, éshté e réndésishme té dihet se ky kabinet nuk
duhet té pérdoret kur duhet t& punohet me materiale té rrezikshme ose infektive, pér
shkak se drejtimi horizontal i rrymés bén qé kéto substanca té rrezikshme té shkojné
drejt operatorit. (Fig. 1.1 b).

1.1.4. Dhoma e rritjes vegjetative

Té gjitha bimét kérkojné mjedisin e duhur, gofté né fushé apo laborator.
Megjithése pérbérja gjenetike e specieve bimore ka njé ndikim t€ madh né rritjen
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dhe zhvillimin e tyre, suksesi i kulturave té indeve bimore té shumuara in vitro
pércaktohet kryesisht nga kushtet mjedisore.

Avantazhi i shumimit in vitro éshté se mjedisi éshté mé i lehté pér t'u kontrolluar
dhe parametrat fiziké mund té pérshtaten né varési té géllimit té kulturés. Krijimi
dhe mbajtja e njé mikromjedisi té& géndrueshém né shumimin in vitro do té thoté
ofrimi i kushteve optimale pér zhvillimin e gelizave/indeve té bimés me ndihmén e
teknikave té kulturés sé indeve.

Figura 1.1. a) Fluks laminar vertikal b) Fluks laminar horizontal (Laboratori i kulturave
gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Dhoma e rritjes vegjetative duhet té mbahet e pastér gjaté gjithé kohés né ményré gé
té reduktohet infeksioni i kulturave. Duhet té shmanget vendosja e biméve né vazo
né kété zoné, sepse ato mund té jené burim i merimangave dhe organizmave té tjeré
ndotés.

Dhomat e rritjes vegjetative mund té jené dy llojesh:

- Dhoma vegjetative klasike / mjedise brenda laboratorit me mbyllje hermetike,
rafte me llampa neoni ose ndricim LED pér vendosjen e enéve té kulturés,
programatoré pér kontrollin e fotoperiodés, kontroll temperature, etj. Né té tilla
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dhoma, lagéshtira ajrore mund té jeté e kontrolluar ose jo. Dhoma té tilla zakonisht
pérdoren kur nevojiten mjedise kultivimi t&€ médha (Fig. 1.2 a);

- Inkubatoré té rritjes vegjetative, té cilat jané pajisje me pérmasa mé té vogla se
dhoma Klasike e rritjes vegjetative, por jané mé miré té optimizuar pérsa i takon
kontrollit té parametrave fiziké, duke pérfshiré edhe lagéshtirén ajrore. Kéto jané
dhoma me kapacitet mbajtés mé té vogél dhe pérdoren kryesisht né laboratorét
shkencoré (Fig. 1.2 b, c).

Inkubatorét e rritjes vegjetative jané mé té pérshtatshém pér laboratorét shkencoré, ndérsa
pér mikroshumimin né shkallé té gjeré né sipémarrje tregtare, pérdoren gjerésisht
dhomat vegjetative klasike.

Figura 1.2. a) Dhomé vegjetative klasike me parametra fiziké t& kontrolluar b, ¢) Inkubator i
rritjes vegjetative (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé,
FSHN, UT)

1.2. Pajisjet themelore laboratorike pér teknikat in vitro né bimé
1.2.1. Pajisjet/ mjetet kryesore laboratorike

Shumé teknika té kulturés indore té biméve kérkojné pajisje bazé laboratorike té
ngjashme. Q& njé laborator té jeté plotésisht efektiv pér teknikat in vitro, nevojitet
té keté pajisjet mé themelore / bazé. Por prej vitesh metodologjité kané avancuar sé
tepérmi dhe nevojitet pérfshirja e teknikave inovative gé kérkojné pajisje
bashkékohore. Procesi i mikroshumimit duhet té pérmbyllet plotésisht me pajisjet
gé gjenden brenda laboratorit pérkatés. Kjo éshté e réndésishme sepse shmanget
lévizja e enéve té kulturés né mjedise té ndryshme, duke minimizuar késhtu
mundésité e shfaqgjes sé infeksioneve né kulturé.
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1.2.2. Enét pér kultivimin in vitro dhe pastrimi i tyre

Njé element shumé i réndésishém né aplikimin e teknikave in vitro jané dhe enét e
kulturés si dhe mjetet ndihmése té tjera pér zbatimin e platformés eksperimentale.
Enét té pérdorura né kulturén indore né pérgjithési mund té gjenden né shumicén e
laboratoréve. Enét e kultivimit duhet té jené prej qgelqi Pyrex ose borosilikat. Pér
shkak té shpenzimeve né rritje té kétij lloji té gelgit, shumé laboratoré po pérdorin
enét me pérbérje polipropileni, polikarbonati ose polistireni etj. njé- pérdorimshe,
té cilat jané mé pak té kushtueshme. Pérdorimi i enéve té tilla, tashmé ka
zévendésuar pothuajse plotésisht gelqgin né laboratorét komercialé, dhe po pérdoret
gjerésisht dhe né laboratorét shkencoré.

o Enét pér kultivimin e eksplanteve

Enét e kulturés gé mund té pérdoren jané té llojeve t&€ ndryshme: balona erlenmeyer
(kapaciteti 100-, 125, 250 ml), epruveta me pérmasa té ndryshme, pjata Petri,
kavanozé me pérmasa té ndryshme, shishe gelgi me mbyllje hermetike, etj.

Enét e kulturés duhet té sigurojné shkémbimin e gazeve dhe gjithashtu
transmetimin e njé cilésie té njétrajtshme dhe té pérshtatshme té drités tek bimét
brenda tyre. Lartésia dhe gjerésia e enés éshté gjithashtu njé kriter gé duhet té
kihet parasysh né stade té ndryshme té platformés eksperimentale, né ményré gé
eksplanteve t’u sigurohet hapésira e nevojshme pér rritje. Drejtimi i laboratorit

Personeli gé drejton dhe punon né Laboratorin e Kulturés Indore dhe Qelizore
duhet té jeté i kualifikuar, me njohuri té thella teorike dhe mbi té gjitha, me aftési
praktike pér té realizuar teknikat e ndryshme té pérdorura né laborator.
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KAPITULLI 2

Shkaget e infektimit té kulturave gelizore dhe
indore dhe teknikat e asepsisé

2.1. Ndotésit kryesoré té kulturés indore

2.1.1. Ndotésit kimiké dhe shkaget e shfagjes sé tyre

Ndotja kimike pérfshin praniné e ¢cdo substance jo té gjallé e cila shkakton njé
efekt t€ padéshirueshém né kulturat indore dhe gelizore. Né shumé raste, edhe
elementét esencialé shkaktojné toksicitet kur shtohen né sasi té tepruara. Disa nga
shkaget e ndotjes kimike jané:

> Terreni ushqgyes

Né terrenin ushqyes té kulturés gjenden shumé ndotés kimiké té cilét vijné si nga
reagentét e pérdorur, ashtu dhe nga uji. Pér kété arsye, reagentét duhet té jené té
njé cilésie dhe pastértie sa mé té larté dhe duhet té ruhen né kushte fizike optimale
né ményré gé té parandalohet démtimi i tyre. Ve té tjerash, ato duhet té jené dhe
té certifikuar pér pérdorim pér sistemet e kulturés gelizore né ményré gé té
garantohet suksesi i kulturés.

Por, né shumé raste dhe gabimi njerézor béhet shkak pér ndotjen kimike. Kérkuesit
shkencoré dhe teknikét e laboratorit duhet té shmangin gabimet né zbatimin e
protokolleve, né etiketimin e shisheve me pérmbajtjen cilésore dhe sasiore té tyre
dhe duhet té kené kujdes maksimal né peshimin e reagentéve.

> Uji

Njé burim tjetér i ndotjes kimike éshté dhe uji i pérdorur pér pérgatitjen e
terreneve ushqyese dhe pér larjen e enéve té kulturés. Zakonisht, pérdoret ujé i
bi-distiluar ose i tri-distiluar né ményré gé té garantohet pastrimi i ploté nga
ngarkesat jonike. Gjithsesi, uji mbetet njé ndotés i mundshém, pasi, pér shkak se
ka aftési tretése shumé té mira, uji i pastér mund té shkaktojé shkarkimin né
kulturén gelizore té joneve nga enét e gelqit, pipetat metalike, enét plastike etj.
Edhe uji i pérdorur pér Krijimin e presionit té avullit né autoklavé mund té

pérmbajé shtesa té padéshirueshme me efekt toksik, té cilat mund té shkarkohen né
enét e kulturés.

> Enét e kulturés

Enét e gelqit apo plastike, té cilat pérdoren pér mbajtjen e terreneve ushqyese,
pérmbajné metale té rénda apo komponime organike. Pér kété arsye, edhe enét e
kulturés béhen shkak pér ndotje kimike. Kur enét mbajné njé tretésiré té caktuar, né
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sipérfaqe té tyre apo né tapat e shisheve mund té pérthithen pjesé nga tretésira. Nése
pas pérdorimit kéto ené nuk pastrohen si¢ duhet, ato mund té kontaminojné njé
terren ushqyes nése mé voné pérdoren pér kété qgéllim. Edhe detergjentét e
pérdorur pér pastrim duhet té shpélahen miré nga enét e kulturés, pasi edhe ato
béhen shkak pér ndotjen kimike.

> Inkubatorét dhe dhomat vegjetative

Megjithése inkubatorét dhe dhomat vegjetative konsiderohen si shkaktaré té
ndotjes biologjike, né shumé raste ato béhen shkak dhe pér ndotje kimike.
Mungesa e ajrosjes, mospastrimi i duhur, mbetjet volatile g¢ mbeten pas pastrimit
dhe dezinfektimit, aromat e ndryshme etj. mund té shkaktojné ndotje kimike té
sistemeve té kulturés.

2.1.2. Ndotésit biologjiké dhe shkaget e shfagjes sé tyre

Ndotja biologjike pérfshin praniné e cdo mikroorganizmi né sistemet e kultivimit in
vitro. Bakteret, myget dhe majaté, jané mikroorganizma shumé té pérhapur té
cilét kolonizohen shumé shpejt né njé mjedis té pasuruar si¢ éshté terreni ushqyes i
kulturés. Pér shkak té pérmasés sé vogél dhe rritjes sé shpejté, kéto
mikroorganizma hasen shpesh si ndotés biologjiké. Ato detektohen brenda pak
ditéve né kulturé pér shkak té turbullirés gé shkaktojné né terrenin ushqyes.

Né cdo stad té kulturés in vitro, gé té shmanget né ményré té kénagshme ndotja
biologjike, duhet té zbatohen protokolle specifike dezinfektimi dhe sterilizmi.
Dezinfektimi nénkupton reduktim té ndotésve biologjiké né njé masé deri né 70%
né njé sipérfage / mjedis té caktuar, ndérsa sterilizmi nénkupton eleminim té ploté
té tyre.

Ajo gé duhet té kihet parasysh éshté se problematikat e infektimit té kulturave
lidhen drejtpérsédrejti me véshtirésiné e detektimit té ndotésit. Sa mé shumé gjaté
té rriné té padetektuar ndotés té ndryshém, aq mé té rénda jané problemet gé ata
shkaktojné. Pér té reduktuar shpeshtésiné e infektimit biologjik, e réndésishme nuk
éshté vetém njohja dhe identiteti i kétyre ndotésve, por edhe identifikimi i rugéve
té hyrjes sé tyre né kulturat gelizore. Disa nga burimet e ndotjes biologjike jané:

> Terrenet, tretésirat apo enét josterile

Pérdorimi i enéve, terreneve dhe tretésirave josterile gjaté rutinés ditore né njé
laborator, béhet shkak pér ndotje biologjike. Kéto produkte béhen shkak pér
shfagje infeksioni si rezultat i sterilizimit apo ruajtjes jo té duhur té tyre, apo dhe
gjaté pérdorimit.

Enét e gelqgit apo metalit, pipetat, pincetat etj. sterilizohen me ané té autoklavimit
apo edhe me ané té sterilizimit té thaté. E réndésishme éshté gé edhe pajisjet qé
pérdoren pér sterilizim (autoklavat dhe sterilizatorét) duhet té kontrollohen né
ményré té vazhdueshme gé té garantojné sterilizimin e sakté té mjeteve.

Mbushja e autoklavés me mé shumé material pér sterilizim do té shkaktojé
sterilizim jo té barabarté té kétyre materialeve (pér shkak té shpérndarjes jo té
barabarté té nxehtésisé né hapésirat midis materialeve), dhe, si rezultat, mund té
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shfagen shenja infeksioni né kulturé. Edhe pérdorimi i njé kohe mé té shkurtér
sterilizimi béhet shkak pér ndotje. Psh. aplikimi i njé kohe mé té shkurtér
autoklavimi éshté njé proceduré e gabuar gé ndiget né rastet kur autoklavohen ené
me véllim 500 ml, ose mé té madh, gé pérmbajné dhe material viskoz si agar apo
sakarozé. Pra, gjithmoné duhet té kihet parasysh pérmasa, natyra (lloji) dhe véllimi
i materialeve gé duhet té sterilizohen, dhe té pércaktohet saktésisht dhe koha e
autoklavimit (cikli) né ményré té tillé gé té arrihet sterilizimi. Njé element tjetér i
réndésishém éshté dhe ruajtja né ményrén e duhur e materialeve té sterilizuara.

NEé ditét e sotme gjithnjé e mé tepér po pérdoren enét e plastikés njé-pérdorimshme, té
cilat sterilizohen né intensitete té larta té rrezatimit gama gé né momentin e
fabrikimit té tyre dhe pastaj mbyllen hermetikisht pér té garantuar sterilitetin e
brendshém. Kjo éshté njé metodé shumé e suksesshme sterilizimi, por duhet té
tregohet kujdes gjaté hapjes sé tyre né ményré gé té mos infektohen gjaté pérdorimit.

Shumé pérbérés té terrenit ushqyes nuk mund té sterilizohen me ané té
autoklavimit pér shkak té degradimit té tyre, por sterilizohen me ané té
membranave mikrofiltruese. Kéto membrana nuk garantojné eliminim té cdo lloj
ndotési biologjik pasi shumé raportime shkencore deklarojné se ato nuk jané dhe aq
efektive né largimin e viruseve apo mykoplazmave. Né ditét e sotme jané rritur
shumé pérpjekjet pér té pérmirésuar filtrimin e tretésirave me membrana
mikrofiltruese duke rritur cilésiné e kétyre té fundit.

> Ajri

Né ajér gjenden shumé ndotés biologjiké té cilét mund té béhen shkak pér
infektimin e kulturave. Ambientet laboratorike duhet té jené té pozicionuar né
ményré té tillé gé té shmangen rrymat e ajrit dhe mundésisht pa dritare. Edhe
shumé pajisje laboratorike si: pompat e vakuumit, frigoriferét, aspiratorét,

centrifugat, sterilizatorét etj. mund té rrisin ndotjen mikrobike pér shkak té
rrymave té ajrit gé ato shkaktojné.

Domosdoshmérisht puna duhet té kryhet né dhoma sterile apo flukse laminare té
cilat sterilizohen me rrezatim UV, por kjo nuk garanton plotésisht eliminimin e
ndotjes biologjike. Nése né fluksin laminar punohet me material té infektuar me
mykoplazma, kéto té fundit mund té shpérndahen edhe né sipérfagen e fluksit..

Edhe inkubatorét apo dhomat e rritjes mund té jené shkaktaré té ndotjes biologjike.
Ambiente té tilla duhet té jené té pastra dhe pa rryma ajri né ményré gé té
reduktohet shpeshtésia e infeksioneve.

> Qelizat apo indet gé kultivohen

Qelizat apo indet gé do té kultivohen, pasi merren/izolohen nga kushtet in vivo té
rritjes, domosdoshmérisht duhet té trajtohen me reaktivé kimiké, dezinfektanté
dhe shkatérrues té mikroorganizmave, pérndryshe kultura do té shfagé ndotje
biologjike sipérfagésore té natyrés bakteriale ose kérpudhore (Fig. 2.1 a, b).
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Figura 2.1. Shfagje e infeksionit né enét e kulturés a) bakterial b) kérpudhor (Laboratori i
kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Reaktivét kimiké pérdoren pér té larguar té gjithé ndotésit biologjiké, duke
shkaktuar njé démtim minimal té gelizave apo indeve né kulturé. Reaktivét kimiké
pérzgjidhen né varési té gjenotipit, llojit té eksplantit apo arsye té tjera. Koha e
trajtimit dhe pérgendrimi i dezinfektantéve varen nga tipi i biméve, shkaktarét e
infeksionit etj. Pérdorimi njé agjenti kimik né pérgendrim apo kohézgjatje té
larté, pérvecgse shkakton eleminim té mikroorganizmave, shkakton edhe déme té
médha né indet bimore, gjé gé rezulton me vdekjen e kétyre té fundit. Nga ana
tjetér, njé pérgendrim i ulét, apo njé kohézgjatje e shkurtér nuk do té siguronte
eleminimin e mikroorganizmave, gjé gé do té shogérohej me shfagjen e
infeksioneve né kulturé. Gjaté dezinfektimit té materialit bimor, eksplanti nuk
duhet té humbasé aktivitetin e tij biologjik, por duhet té eliminohen vetém ndotésit
bakterialé apo kérpudhoré.

Agjentét kimiké mé té pérdorshém pér sterilizimin e gelizave dhe indeve bimore
jané: hipokloriti i natriumit (NaClO), hipokloriti i kalciumit (Ca(CIO),), bikloruri
izhivés (HgCl,) etj. Né kulturat e gelizave apo indeve bimore, kéta reaktivé pérdoren sé
bashku me Tween 20 ose 80 si agjenté zvogélues té tensionit sipérfagésor.

Ndérsa antibiotikét, né kulturat e gelizave bimore, pérdoren mé pak. Ato shtohen né
terrenet ushqyese, vecanérisht pér profilaksi, si dhe pér té identifikuar infeksionet,
por antibiotikét pérdoren me kujdes, sepse ato ndryshojné rritjen dhe zhvillimin e
biméve né kulturé.

2.2. Praktikat pér shmangien e infektimit té kulturave indore
2.2.1. Pérdorimi i teknikave té duhura aseptike

Pér efektivitetin e teknikave aseptike duhet té pérdoren, pérvec protokolleve
pérkatés, edhe pajisje té certifikuara (autoklava, sterilizatoré, flukse laminare etj.)
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dhe gé mirémbahen e kontrollohen né ményré té vazhdueshme. Teknikat e
sterilizimit / vendosjes sé asepsisé, pérfshijné si vijon:

- Sterilizim né nxehtési me presion avulli / autoklavim: Sterilizimi me rrymé
avulli né autoklavé konsiderohet njé metodé shumé efektive. Nése laboratori nuk ka
autoklavé, mund pérdoret dhe njé tenxhere me presion. Mjafton mbajtja pér 20
min. né temperaturé 121°C (250°F) gé arrihet né presion avujsh uji prej 1 atm. gé
té shkatérrohen té gjitha mikroorganizmat dhe sporet e tyre. Pérdoret pér
sterilizimin e gelqurinave, instrumentave, letrave té filtrit dhe vecanérisht pér
terrenet ushqyese té 1éngéta apo té ngurta. Autoklavimi indukton disa ndryshime né
terrenet ushqyese, psh. mund té ulé pH e terrenit me 0.3-0.5 njési; sakaroza, disa
fitohormone dhe vitamina mund té shpérbéhen, por edhe léndét gé fitohen jané té
vlefshme né terrenin ushqyes. Kjo metodé mbetet efektive, sepse éshté e shpejté, e
thjeshté dhe arrihet edhe shkatérrimi i viruseve.

Autoklava éshté njé pajisje themelore dhe, gé té funksionojé né ményré efektive,
ajo kérkon mirémbajtje t€ vazhdueshme. Disa nga teknikat qé duhet té kihen
parasysh pér kété géllim, jané:

- Kur kryhet njé cikél sterilizimi, éshté shumé e réndésishme té mos
mbingarkohen koshat / raftet mbajtése té sterilizimit sepse kjo do té shkaktojé
sterilizim joefektiv.

- Né ményré té vazhdueshme duhet té pérdoret njé shirit testimi pér t'u siguruar
se jané pérmbushur parametrat e duhur pér té arritur sterilizimin.

- Mbajtja pastér e autoklavés éshté njé nga pikat mé té réndésishme. Koshat dhe
raftet mbajtése duhet té pastrohen pa gérvishtje duke pérdorur njé detergjent té
buté jo gérryes. Nuk duhet pérdorur lesh celiku, furcé teli ose zbardhues.

- Duhet inspektuar periodikisht kordoni dhe spina pér mbinxehje dhe konsum té
tepért—kjo mund té jeté rrezik zjarri. Nése éshté késhtu, kordoni i rrymés
duhet té zévendésohet. Disa kabllo té energjisé shképuten shpejt dhe zévendésohen
lehtésisht. Nése jo, zévendésimi do té duhet té béhet nga njé kompani riparimi e
certifikuar.

- Sterilizim me nxehtési té thaté: Pérdoret pér gelqurinat, instrumentet metalike
dhe materiale té tjera qé nuk prishen né temperatura té larta té termostateve apo
sterilizatoréve. Objektet gé do té sterilizohen, mbéshtillen té vecuara me letér
ambalazhi ose letér alumini. Duke llogaritur kohén, gé duhet pér sterilizimin e
thaté, dallohen 3 periudha kohe:

- Duhet njé kohé e caktuar pér té arritur temperatura e sterilizimit mbi 180°C, e
cila varion nga pérmasa e sterilizatorit si dhe nga lloji i tij;

- Duhet nj& minimum prej 2 orésh né kété temperaturé pér té shkatérruar té
gjitha mikroorganizmat duke pérfshiré dhe sporet e tyre;
- Sé fundi, njé periudhé ftohjeje parashikohet pér té mbrojtur gelqurinat nga
thyerja prej rénies sé shpejté té temperaturés;
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Sterilizatorét gé veprojné me nxehtési té thaté, mund té jené té pajisur ose jo me
rryma ajri. Mé té preferuar jané ato gé punojné me garkullim ajri t& nxehté pasi
nxehtésia shpérndahet né ményré té barabarté né mjetet gé duhet té sterilizohen.
Meqgenése éshté tekniké gé realizohet né temperatura té larta pa lagéshtirg,
materialet metalike nuk shfagin shenja té korrozionit.

- Filtrimi: Ky proces, gé realizohet kryesisht nén gradient presioni prej 1-3 bar,
pérdor membrana mikrofiltrimi me madhési mesatare té poreve midis 0.025-10
um, ku poret shpérndahen né ményré uniforme né té gjithé membranén.
Kétafiltra jané porozé dhe lejojné qé tretésira té kalojé népér to, duke parandaluar
kalimin e grimcave té ngurta, koloideve té vogla, baktereve dhe turbullirés.

Mikrofiltrimi aplikohet pér sterilizimin e pérbérésve té terreneve Qqé jané té
pagéndrueshém né temperaturé té larté, gé shpérbéhen gjaté autoklavimit dhe qé
duhet té sterilizohen né temperaturén e dhomés.

- Reagentét kimiké: Kéto léndé pérdoren gjerésisht pér sterilizimin e eksplanteve
bimore. Ndér mé té pérdorshmit pér stabilizimin e asepsisé né laboratoret ku
aplikohen teknikat in vitro, pérmenden:

a. Hipokloriti i natriumit NaClO, zakonisht 0.5-1%. Gjendet né treg si
zbardhues, ujé Zhaveli, Acce, Clorox etj. Kéto produkte tregtare pérmbajné rreth
5% NaClO si agjent aktiv, prandaj hollohen deri né pérgendrimet 10- 20% (v/v),
d.m.th 100-200 ml zbardhues né 800 ml ujé té distiluar.

b. Hipokloriti i kalciumit Ca(CIO), pérdoret pér bimé té ndjeshme ndaj
zbardhuesve, sepse ky dezinfektant éshté mé pak toksik, pasi depérton shumé
ngadalé né brendési té indeve. Vecanérisht pér sterilizimin e sipérfages sé farave,
Ca(ClO); éshté agjenti mé efektiv dhe me mé pak démtime. Nga ana tjetér, jonet e
natriumit (né NaClO) mund té induktojné zhvillim anormal né disa bimé. Pérdoret
né pérgendrime 30-100 g I,

c. Bikloruri i zhivés HgCl, éshté reagent shumé toksik, prandaj pérdoret né doza
shumé té vogla, 0.01-0.05% dhe shpélahet shumé heré nga indet. Nuk
rekomandohet té dezinfektohen farat me biklorur zhive, sepse frenohet mbirja e
tyre né terrenin ushqyes. Gjaté punés me biklorur zhive, nevojitet kujdes maksimal
pasi edhe personeli éshté mjaft i rrezikuar pér shkak té shkallés sé larté t& helmimit
té kétij reagenti.

d. Etanoli 70°-80° pérdoret pér dezinfektimin e materialit bimor né
bashkéshogérim me dezinfektuesit e pérmendur mé lart, proces qé zhvillohet me njé
kohézgjatje té caktuar. Etanoli 90° i dehidraton indet, prandaj pérdoret vetém pér
dezinfektimin e mjeteve té punés para kalimit né flaké, si dhe pér spérkatjen e
mjediseve té punés dhe té duarve.

e. Antibiotikét pérdoren vetém né raste specifike. Ato asnjéheré nuk duhet té
pérdoren né ményré rutiné né eksperiment, pasi raportimet tregojné se sa mé
shumé té pérdoren antibiotikét, ag mé e larté éshté pérgindja e kulturave té
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infektuara me mykoplazma. Kjo ndodh pasi ndotés biologjiké si baktere, maja apo
kérpudha (gé jané dhe mé lehté té detektueshém) jané té ndjeshém ndaj trajtimit
me antibiotiké né krahasim me mykoplazmat (té cilat as nuk detektohen lehté).

Kéta reaktivé pérdoren sé bashku me Tween 20 ose 80 si agjenté zvogélues té
tensionit sipérfagésor. Gjaté dezinfektimit té materialit bimor, eksplanti nuk
duhet té humbasé aktivitetin e tij biologjik, por duhet té eliminohen vetém
ndotésit bakterialé dhe kérpudhoré. Indet ose organet bimore jané té ndjeshme,
prandaj pérdoren dezifektanté me njé pérgindje dhe me kohézgjatje té caktuar.

- Rrezatimi: Rrezet UV, rrezet X dhe rrezet Gama jané té gjitha llojet e
rrezatimit elektromagnetik gé gjejné pérdorim mjaft té gjeré pér sterilizim pér
shkak té efektit shkatérrues qé kané né ADN. Dallimi kryesor midis tyre, pér sa i
pérket efektivitetit, &shté depértimi i tyre.

Rrezatimi UV ka depértim té kufizuar né ajér, késhtu qé sterilizimi ndodh vetém
né njé zoné mjaft té vogél rreth llampés. Megjithaté, éshté rrezatim relativisht i
sigurt dhe éshté mjaft i dobishém pér sterilizimin e zonave me sipérfage té vogla,
si¢ jané flukset laminare. Rrezet X dhe rrezet Gama jané shumé mé depértuese, gjé
gé i bén ato mé té rrezikshme, por shumé efektive pér sterilizimin e ftohté né
shkallé té gjeré té sendeve plastike (p.sh. shiringa; ené kulture, pjata Petri) gjaté
prodhimit.

Fluksi laminar sterilizohet me rrezatim UV. Pasi pastrohet me etanol 70° ndizet
Ilampa UV dhe sistemi i filtrimit. Nevojitet njé kohézhgjatje prej 20 — 30 min. dhe
vijohet me inokulimin e eksplanteve né mjedisin brenda fluksit, pasi ai tashmé
siguron Kushtet e asepsisé
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KAPITULLI 3

Elementét e kérkimit in vitro

3.1. Metodologjité e lidhura me kérkimin shkencor

Projektet e kérkimit fillojné me njé ide gé ka pér géllim zgjidhjen e njé problemi
specifik. Nga kjo ide fillestare, dalin njé séré eksperimentesh té planifikuara, né
té cilat trajtimet testohen né kushte té kontrolluara. Nga vézhgimet e
eksperimenteve, grumbullohen dhe vlerésohen té dhéna, pérpunime gé bazohen né
analiza statistikore, me géllim vlerésimin e efektivitetit t& secilit trajtim pér té
zgjidhur problemin fillestar.

3.1.1. Nagritja e hipotezés dhe e objektivave té eksperimentit

Né shkencg, rruga mé e miré pér zgjidhjen e problemeve éshté ndjekja llogjike dhe
hap pas hapi e céshtjeve té ndryshme. Fillimisht ngrihet njé pyetje apo
identifikohet njé problem, i cili mund té hetohet me mjetet qé jané né dispozicion.
Mé pas vlerésohet ajo se cfaré éshté e ditur pér problemin né fjalé nga literatura
ekzistuese dhe eksperienca personale. Pas késaj, formulohet njé hipotezé dhe
vendosen disa objektiva eksperimentale té cilat mund té testohen népérmjet
eksperimentimit. Né kété kéndvéshtrim, éshté mjaft e réndésishme shkruajtja e
kétyre elementéve themeloré té kérkimit shkencor dhe ndértohet skica fillestare e
platformés eksperimentale.

Hipoteza mé e pérdorshme né kérkimet in vitro éshté hipoteza ‘nul’, e cila
pérmbahet né vlerésimin gé té gjitha trajtimet do té shfagin té njéjtén pérgjigje né
té gjitha llojet e indeve bimore.

3.1.2. Pérzgjedhja e elementéve kryesoré té planit eksperimental

Pasi jané pércaktuar hipoteza dhe objektivat eksperimentalé, duhet té pérzgjidhen
komponentét kryesoré té eksperimentit. Kjo pérfshin seleksionimin e trajtimeve
dhe materialeve ndihmése gé nevojiten pér zhvillimin e eksperimentit.

‘Trajtime’ quhen kushtet gé mund té maten apo testohen eksperimentalisht, dhe
gé kané efekt themelor né zgjidhjen e problemit apo pyetjes sé ngritur, népérmjet
vértetimit apo rrézimit té hipotezés.

‘Materialet ndihmése’ jané elementé té nevojshém né kushtet né té cilat
realizohet eksperimenti, por nuk jané ‘trajtime’. N& kulturén in vitro té biméve,
materiale té tilla mund té jené enét e kulturés, elementé té ndryshém té terrenit
ushqyes, tipe apo pérgendrime té rregullatoréve té rritjes, elementé xhelifikues té
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terrenit, faktoré fiziké (temperatura, fotoperioda, intensiteti i ndricimit) apo ¢do
mjet tjetér i réndésishém pér realizimin e eksperimentit..

Pasi  zgjidhen trajtimet dhe materialet ndihmése, pércaktohet njésia
eksperimentale, njésia e vézhguar dhe pérpilohet plani eksperimental. Njésia
eksperimentale (NE) éshté njésia mé e vogél gé i nénshtrohet njé trajtimi. Né
kulturé in vitro, NE éshté ena e kulturés. Njésia e vézhguar (NV) éshté objekti i
cili vrojtohet apo matet. Zakonisht, né NV béjné pjesé eksplantet.

Né kérkimet in vitro pérdoren skema té ndryshme té realizimit t& matjeve apo
vézhgimeve, ku shumica prej té cilave bazohen né pérzgjedhjen rastésore
(randomizimin) si mé poshté:

e randomizim i ploté - completely randomized (CR);

e Dllok i ploté i randomizuar - randomized complete block (RCB);
e Dllok i paploté - incomplete block (1B);

e skemé e ndaré - split plot (SP);

Kéto skema dallojné pér nga ményra e randomizimit / pérzgjedhjes rastésore dhe e
kérkesave té eksperimentit. Pérzgjedhja rastésore lejon kérkuesit té pércaktojné
garté dhe té llogarisin variacionin e lidhur me ‘trajtimet’ dhe ‘materialet
ndihmése’. Kur pérzgjidhet njé skemé eksperimentale, éshté e réndésishme qgé té
pércaktohen ‘materialet ndihmése” dhe popullata me interes pér ndonjé variacion té
mundshém dhe pas késaj té zgjidhet skema mé e thjeshté né realizim.

1) Skema CR éshté ajo gé pérdoret mé shumé pér kérkimet in vitro pasi éshté e
lehté né pérdorim dhe ka njé skemé randomizimi (pérzgjedhjeje rastésore) pa
nj¢ model té pércaktuar. Kjo i lejon kérkuesve té maksimizojné numrin e
pérséritjeve dhe té pérdorin pérséritje té barabarta apo té pabarabarta pér trajtime té
ndryshme. Dicka e tillé éshté mjaft e réndésishme pasi né studime né kulturat in
vitro, shpesh ndodh numér i pabarabarté pérséritjesh pér shkak té infektimit apo
vdekjes sé eksplanteve (Fig. 3.1a).

2) Skemat gé pérfshijné blloge pérdoren né rastet kur vérehet njé shkallé e larté
heterogjeniteti midis njésive eksperimentale (NE). Parametrat mjedisoré té
ndryshém né dhomén vegjetative, diferencat midis biméve méma nga té cilat
merren eksplantet etj. shkaktojné heterogjenitet. Kur pérdoren blloget, mund té
pérfshihen né to vetém faktoré gé jané té matshém. Skema RCB pérmbledh
pérséritje té c¢do trajtimi né blloge. E réndésishme éshté qé té gjithé eksplantet e
pérfshiré né njé bllok té jené sa mé uniformé. Kjo mundéson verifikim mé té sakté
té ndryshueshmérisé midis trajtimeve brenda njé blloku. Psh. eksplantet e
izoluara nga e njéjta gjethe ose bimé mémé shfagin shkallé té ngjashme
rigjenerimi. Prandaj eksplantet mund té grupohen né ményré té tillé gé ato té marra
nga e njéjta gjethe apo bimé méme té pérfshinen né njé bllok me té paktén njé
pérséritje pér secilin trajtim. Né kété ményré mund té pércaktohet sakté variacioni
i induktuar nga trajtimi.
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a) randomizim i ploté - completely randomized (CR)
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b) bllok i ploté randomizuar - randomized complete block (RCB)
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<) bllok i paploté - incomplete block (IB)
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Figura 3.1. Skemat e randomizimit pér a) CR, b) RCB c) IB (sipas Compton, 2015)

3) Ka raste kur ka shumé pak material burimor pér té prodhuar njé numér té tillé
eksplantesh té mjaftueshém pér ngritur blloge té plota, secili me nga njé pérséritje
té cdo trajtimi. Né kéto raste skema mé e pérshtatshme éshté ajo e bllogeve té
paplota (IB). Ashtu sikurse RCB, edhe skema IB pérdor blloge pér té ruajtur
homogjenitetin, por ndryshimi géndron né faktin se né kété skemé, jo té gjitha
trajtimet paragiten né njé bllok.

4) Njé skemé tjetér éshté ajo qé pérdor blloget e ndara (SP), e cila pérdoret shumé
né rastet kur pérdoren njékohésisht dy trajtime me shkallé t& ndryshme variacioni.
Skema SP pérdor dy nivele té vecanta randomizimi pér secilin faktor trajtimi.
Faktori me shkallén mé té lart€ variacionit pérbén ‘bllokun kryesor’, ndérsa faktori

me shkallén mé t€ ulét t€ variacionit pé€rbén ‘nénbllokun’.
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Figura 3.2. Skema e randomizimit pér blloget e ndara (SP) (sipas Compton, 2015)

3.1.3. Pércaktimi i pérséritjeve té njé eksperimenti

Shumé statisticiené dhe kérkues mendojné se njé eksperiment duhet té realizohet
minimumi dy heré né ményré gé rezultatet té jené té vlefshme, por numri i
pérséritjeve pércaktohet gé né planifikim té eksperimentit. Pérséritjet e
vazhdueshme nuk garantojné marrjen e té njéjtave rezultate, edhe pse nund té
pérdoret i njéjti stok i biméve mémé. Madje, pérséritjet béjné q¢é edhe ‘koha’ té
pérfshihet si njé faktor jotrajtues, por gé mund té ndikojé né rezultat pasi ndérkohé
mund té kené ndodhur ndryshime né fiziologjiné e biméve méma (mosha, sezoni
etj.). Dicka e tillé shkakton marrjen e rezultateve krejt té ndryshme nga njé
pérséritje né tjetrén.

3.1.4. Zgjedhja e té dhénave mé té mira dhe planifikimi i analizés statistikore

Té dhénat e pérftuara ndikojné né vlerésimin e efektit té ¢do trajtimi né pérputhje
me objektivat e eksperimentit. Eshté e réndésishme qé té pércaktohet se ¢faré do
té vézhgohet apo do té matet periodikisht né ményré gé té nxirren sakté dhe
pérfundimet e eksperimentit. Shumé kérkues shkencoré shfrytézojné literaturén me
studime té méparshme, si dhe eksperiencén personale té tyre. Né shumicén e rasteve
vlerésohet numri dhe pérgindja e eksplanteve gé formojné sythe, numri i sytheve pér
eksplant, gjatésia e kércellit, gjatésia dhe/ose numri i rrénjéve, pérgindja e
eksplanteve gé rrénjézojné etj.

3.1.5. Zhvillimi i eksperimentit

Eksperimentimi mund té filloj¢ menjéheré sapo pérfundon planifikimi. Né ¢do
moment duhet té shmangen gjykimet personale, pasi mund té ndikojné né
besueshmériné e sistemit eksperimental.
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Nuk duhet té pérdoren njékohésisht té gjithé eksplantet pér té njéjtin trajtim, por
enét e kulturés duhet té organizohen né ményré rastésore né pérputhje me skemén e
pérgatitur. Gjithashtu, duhet té shmangen té gjitha rrethanat g¢ mund té shtojné
gabimin né eksperiment. Shumé gabime béhen edhe nga lodhja, prandaj duhet
pércaktuar sakté gé né planifikim koha e nevojshme pér cdo fazé té eksperimentit.
Gabimet mund té ndodhin edhe kur eksplantet transferohen né terren té freskét,
prandaj manipulimet né fluksin laminar duhet té jené té kujdesshme.

3.1.6. Regjistrimi i té dhénave

Rregjistrimi i té dhénave duhet té realizohet né pérputhje me strukturén e
eksperimentit dhe né ményré tepér té kujdesshme. Té dhénat e eksplanteve né njé
ené kulture duhet té regjistrohen para transferimit né ené té re. Shumé matje mund
té jené té lodhshme pér syté, prandaj nevojiten periudha clodhjeje gjaté procesit.
Pas regjistrimit té té dhénave, duhet béré verifikimi i tyre pér gabime.

Duhet siguruar gé té dhénat e rregjistruara té shtrihen brenda kufijve té pranimit. Té
dhéna jashté kufijve quhen ‘t€ veguara’ (outliers) dhe mund té jené si pasojé e
gabimeve né regjistrim, ose mund té jené vlera té pérftuara nga inde bimore me
probleme té trashéguara apo mutacione gjenetike. Zakonisht, té dhénat e vecguara,
pas shqyrtimit té sakté té tyre, eleminohen.

3.2. Analizimi, interpretimi dhe paragitja e té dhénave
3.2.1. Analiza e té dhénave

Té dhénat e pérftuara duhet té analizohen dhe té interpretohen me kujdes né
pérputhje me objektivat eksperimentale. Si¢ u tha mé lart, natyra e té dhénave
ndikon shumé jo vetém interpretimin e rezultateve, por edhe né diskutimet mbi to
dhe gjetjen e njé zgjidhjeje apo arritjen né njé pérfundim objektiv né lidhje me
céshtjet e parashtruara né fillim té platformés eksperimentale.

Kérkuesit shkencoré duhet té pérzgjedhin njé proceduré té tillé analizimi gé i
pérshtatet mé sé miri vézhgimeve té matura dhe objektivave eksperimentalé. Kur
analizohen té dhéna, fillimisht realizohet njé analizé e pérgjithshme pér té
vlerésuar nése ka apo jo diferenca midis trajtimeve té ndryshme. Nése rezultojné
diferenca, realizohen edhe analizime té tjera mé specifike té té dhénave té
pérftuara deri sa té arrihet bindja e ploté mbi rezultatet.

Analiza e té dhénave té vazhdueshme: Né kété lloj té dhénash béjné pjesé matje té
tilla si psh. gjatésia e kércellit, rrénjéve etj. Pér analizén e kétyre lloj matjeve
pérdoret Analiza e Variancés (ANOVA). Variablat e varura konsiderohen vrojtimet
apo matjet, ndérsa variablat e pavarura konsiderohen trajtimet dhe ndérveprimet
midis trajtimeve. Pas késaj, testohet ndikimi qé kané variablat e pavaruara né ato
té varura.

Analiza e té dhénave té numérueshme: Shumé kérkues pérdorin ANOVA pér té
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analizuar té dhéna té numérueshme, por, pér fat té keq, kjo lloj analize nuk ka
besueshméri nése ka mé pak se 10 matje t&€ numéruara. \Pér shkak té shpérndarjes
sé tyre, té dhénat e numérueshme duhet té analizohen duke pérdorur Shpérndarjen
Puasonike (Poisson regression).

Analiza e té dhénave binomiale: Né té dhénat binomiale béjné pjesé ato té dhéna
gé tregojné aftésiné e njé eksplanti pér té reaguar apo pérgjigjur ndaj njé trajtimi
(psh. aftésia rigjeneruese, fugia mbirése etj.). Kéto té dhéna kané njé shpérndarje
binomiale pasi variancat e trajtimeve jané té varura nga suksesi i eksplantit.
Pérqgindjet e pérllogaritura nga té tilla matje jané té réndésishme pasi kérkuesit
shkencoré duan té identifikojné trajtimin gé optimizon pérgjigjen e eksplantit.

3.2.2. Paragqitja e rezultateve

Té dhénat eksperimentale paragiten né forma té ndryshme né ményré gé té krijohet
njé ide e qarté pér rezultatet e arritura dhe gé té lehtésohet interpretimi i tyre. Disa
nga ményrat e paragitjes sé té dhénave jané: ilustrimet né formén e pasqgyrave,
grafikéve, diagramave, fotove, hartave etj., té cilat jané thelbésore né paragitjen e
njé punimi shkencor. Ato nuk pérdoren thjesht pér té pérmirésuar prezantimin apo
thjesht pér té shtuar faget né njé punim shkencor té shkurtér, por ato duhet té
pérdoren né ményré gé té lehtésohet paragitja dhe interpretimi i té dhénave.
Domosdoshmérisht ilustrimet duhet t& pérmenden / citohen né material / tekst para
se ato té shfagen. Mé tej ato duhet té vendosen / shfagen né tekst sa mé prané
pérmendjes fillestare dhe nuk duhet té pérmbajné informacion té paragitur mé paré
né punim.

Té dhénat eksperimentale paragiten né forma té ndryshme né ményré qé té krijohet
njé ide e qarté pér rezultatet e arritura dhe qé té lehtésohet interpretimi i tyre. Disa
nga ményrat e paragitjes sé té dhénave jané:

> Pasqyrat
- Pasqyrat pérdoren pér paraqitjen e té dhénave numerike. Né to nuk vendoset
informacion gé mund té jeté i vendosur né tekst.

- Zakonisht pasqyrat paragiten me numra arabé dhe me njé titull té shkurtér pér
pérmbajtjen e tyre, i cili vendoset sipér tabelés. Shénime té tjera ndihmése né lidhje me té
dhénat e pasqyrés vendosen poshté saj.

- Nékrye t& ¢cdo kolone apo grupi kolonash duhet té vendosen njésité matése.
> Grafikét

- Grafikét mund té pérmbledhin té dhéna, té cilat pér shkak té sasisé sé madhe
nuk mund té interpretohen lehté né pasqyré. Vec té tjerash, grafikét mund té
paragesin njé marrédhénie empirike midis dy sasive.

»  Cdo bosht i grafikut duhet t&€ emértohet me emrin dhe njésiné matése té variablit
qé paraget. Né grafik emrat e variablave duhet té paragiten sa mé shkurt dhe duhet
té shmanget pérdorimi i té dhénave me mé shumé se tre shifra.
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> Fotografité

- Duhet té jené té garta, té kontrastuara né vleré optimale, duke pasur kujdes qé
té pasgyrohet ¢cdo stad i punés ekperimentale.

- Fotografité paragiten me numra arabé dhe me njé titull t& shkurtér pér
pérmbajtjen e tyre, i cili vendoset poshté fotografisé.
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KAPITULLI 4

Terrenet ushqyese: pérbérja dhe pérgatitja e
tyre

4.1. Koncepte elementare pér pérgatitjen e tretésirave

Tretésirat jané pérzierje homogjene té dy ose mé shumé pérbérésve, ku njé
pérbérés éshté tretési, ndérsa té tjerat jané léndét e tretura. Hapi i paré éshté
pércaktimi se sa e forté / pérgéndruar duhet té jeté tretésira. Njé tretésiré stok (me
njé pérgéndrim té caktuar) pérgatitet duke peshuar sasiné e duhur té léndés sé
ngurté, duke e tretur me njé tretés té pérshtatshém dhe mé tej duke e trauar deri né
véllimin e déshiruar. Tretésirat mund té pérgatiten edhe duke marré véllimin e
déshiruar té njé Iéngu dhe duke e holluar até deri né njé véllim té caktuar.

Tretshméria e njé Iénde shpreh sasiné maksimale té njé Iénde té tretur gé
mund té tretet né njé tretés né njé temperaturé dhe presion té caktuar. Edhe pér
substancat shumé té tretshme, zakonisht, ekziston njé kufi se sa Iéndé e tretur
mund té tretet né njé sasi té caktuar tretési. Njé tretésiré me sasiné maksimale té
mundshme té 1éndés sé tretur éshté e ngopur. Nése njé tretésiré pérmban mé pak se
sasia maksimale e 1éndés sé tretur, ajo éshté e pangopur.

Edhe pér procesin e tretjes duhet té respektohet njé proceduré e caktuar, gé siguron
saktési dhe tretje té shpejté té 1éndés. Léndé té ndryshme kané vecantité e tyre dhe,
rrjedhimisht, procesi i tretjes éshté né varési té tyre. Shpejtésia me té cilén tretet
njé 1éndé e caktuar mund té pérshpejtohet me metodat e méposhtme:

«  Grimcim ose bluarje e 1éndés sé ngurté pér té rritur kontaktin / sipérfagen e
Iéndés sé ngurté me léngun / tretésin;

* Ngrohje e vazhdueshme gjaté tretjes pér té rritur shpejtésiné e tretjes sepse
molekulat e tretésit dhe e tretésirés lévizin mé shpejt. Pér shkak se tretshméria e
shumicés sé léndéve té ngurta rritet me rritjen e temperaturés, njé tretésiré e
ngopur e pérgatitur né njé temperaturé mé té larté zakonisht pérmban mé shumé
I&ndé té tretur se sa po té pérgatitej né njé temperaturé mé té ulét.

»  Pérzierje e shpejté / e fugishme né pérzierés magnetik;

4.2. Pérzgjedhja dhe pérbérja e terrenit ushqgyes
4.2.1. Pérzgjedhja e terrenit ushqyes

Zgjedhja e terrenit ushqyes té duhur éshté ndér detyrat themelore pér suksesin e
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njé platforme eksperimentale né kulturén indore té biméve. Kjo varet nga specia
bimore, indi apo organi né kulturé, nga qgéllimi i kulturés, si dhe nga njohja e
nevojave ushqgyese té indeve. Né stade té ndryshme té kulturés, pérbérja e terrenit
mund té ndryshohet né pérputhje me tipet e ndryshme té rritjes gé synohet té
induktohet dhe produkti bioteknologjik gé duhet té& merret.

Veg késaj, themelore éshté té kihet parasysh fakti qé eksplanti i pérzgjedhur duhet
domosdoshmeérisht té pérmbushé géllimin gé ka né thelb platforma eksperimentale
e ngritur, por me koston mé minimale t€ mundshme.

Deri mé sot éshté zhvilluar njé numér i madh formulimesh pér terrene ushqgyese, té
cilét jané raportuar shumé té sukseshém pér gjenotipe té shumté dhe pér lloje té
ndryshme eksplantesh. Kéto njihen si terrene ushqyese bazé, té cilét pérzgjidhen né
varési té géllimit.

Duhet theksuar se zgjedhja e pérbérjes inorganike éshté e véshtiré dhe duhet té
kihet parasysh njohja e fiziologjisé sé bimés pér té ushgyerit mineral. Sigurisht gé
vetém njé terren ushqyes bazé nuk mjafton pér té siguruar rigjenerim efektiv né
kulturé indore. Terreni duhet té pasurohet me hormone bimore, shtesa té tjera
organike, njé burim karboni, etj., té gjitha kéto né pérputhje me géllimin e
eksperimentit dhe llojin e eksplantit. Njé terren ushqyes gé ka pérplotésime té tilla,
quhet terren ushayes i ploté.

4.2.2. Pérbérjae terrenit ushqyes té kulturés indore

Suksesi i kulturés in vitro varet mjaft nga pérbérja kimike e terrenit té kulturés. Pér
rritjen optimale té€ biméve kérkohet prania né terren e sasive optimale e pérbérésve
themeloré té kulturés gelizore dhe indore. Si té tillé cilésohen:

e makroushqyesit (gjithmoné té pranishém); mikroushqyesit (gjithmoné té
pranishém);

e shegeri (pothuajse gjithmoné i pranishém; nuk shtohet vetém né raste
specifike); rregullatorét e rritjes (pothuajse gjithmoné té pranishém);

e vitaminat (zakonisht jané té pranishme, megjithése numri i pérbérésve qé
shtohen né terren varion shumé né varési té species bimore apo té géllimit té
platformés eksperimentale in vitro);

e aminoacidet apo komponime té tjera azotike (té pranishme né raste specifike);
e pérbérés té papércaktuar (té pranishém né raste specifike);

Vitaminat kryesore si: cidi nikotinik, piridoksina dhe tiamina, pérgjithésisht jané
pjesé e terreneve ushqyese bazé dhe jané t& domosdoshme pér zhvillimin in vitro.
Shumé té tjera si: biotina, acidi folik, acidi askorbik, acidi pantotenik, tokoferoli
(vitamina E), riboflavina, acidi p-amino-benzoik, etj. pérdoren né raste specifike
pasi ato nuk jané faktoré kufizues té rritjes. Zakinisht, vitaminat shtohen né
terrenin ushqyes gjaté pérgatitjes sé tij dhe autoklavohen. Megjithaté, kéto
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komponime ndryshojné sipas shkallés sé géndrueshmérisé ndaj temperaturés sé
larté. Mé rezistente ndaj autoklavimit jané acidi nikotinik, piridoksina dhe tiamina.
Vitaminat gé nuk mund té autoklavohen, kalohen né mikrofiltrim.

Shumé autoré kané raportuar tretésira bazale t€ suksesshme (Pasqyra 4.1), por jo
té gjitha ato kané njé recepturé specifike vitaminike. N€ té tilla raste, ato tretésira
bazale kombinohen me receptura t€ vitaminave dhe aminoacideve té terreneve
bazé t€ tjera. Ashtu sikurse edhe pér tretésirat minerale, edhe pér kéto té
vitaminave dhe aminoacideve, mund té béhen kombinime midis recepturave té
ndryshme. Né kété rast kéto quhen terrene t€ modifikuara. Késhtu psh. né shumé
raste shihet si efektiv pérdorimi i makrokripérave té njé terreni bazé, dhe
mikrokripérave t€ njé terreni tjetér. Edhe vitaminat apo aminoacidet jo
domosdoshmérisht duhet t&€ kombinojné me recepturén specifike. Késhtu, ka raste
qé pérdoret tret€sira minerale MS, e kombinuar me tretésirén e vitaminave dhe
aminoacideve té terrenit Gamborg, etj.

Shumé autoré kané raportuar tretésira bazale té€ suksesshme (Pasqyra 4.1), por jo
té gjitha ato kané€ njé recepturé specifike vitaminike. Né t¢ tilla raste, ato tretésira
bazale kombinohen me receptura t€ vitaminave dhe aminoacideve t€ terreneve
bazé té tjera. Ashtu sikurse edhe pér tretésirat minerale, edhe pér kéto té
vitaminave dhe aminoacideve, mund té béhen kombinime midis recepturave té
ndryshme. Né kété rast kéto quhen terrene t€ modifikuara. Késhtu psh. né shumé
raste shihet si efektiv pérdorimi i makrokripérave té njé terreni bazé, dhe
mikrokripérave t€ njé terreni tjetér. Edhe vitaminat apo aminoacidet jo
domosdoshmérisht duhet t€ kombinojné me recepturén specifike. K&shtu, ka raste
qé pérdoret tret€sira minerale MS, e kombinuar me tretésirén e vitaminave dhe
aminoacideve té terrenit Gamborg, etj.

Sot ekzistojné shumé formulime makroelementesh dhe mikroelementesh (Pasqyra
4.1), pasi specie bimore té ndryshme dallojné nga kérkesat gé kané pér elemente té
caktuara inorganike. Tretésira bazale gé konsiderohet universale dhe gé gjen
pérdorimin mé té gjeré né krahasim me tretésirat e tjera, éshté ajo Murashige &
Skoog, e cila dallohet pér efektivitetin né respektimin optimal té té gjitha kritereve
gé duhet té pérmbajé njé recepturé efektive pér kultivimin in vitro té biméve.

Terrene t€ ndryshme bazale dallojné jo vetém pér nga lloji i vitaminave dhe
aminoacideve qé pérmbajné, por edhe nga pérqéndrimi i tyre. Pasqyra 4.2 paraget
pérmbajtjen né vitamina dhe aminoacide pér disa terrene ushqyese bazé qé
pérdoren gjerésisht né sistemet e Kkultivimit in vitro té biméve. Vitaminat dhe
aminoacidet t€ paraqitura né pasqyré, jané pjesé e terrenit bazé specifik té
raportuar nga autori / autorét pérkatés. Por, nése pér géllime t€ caktuara kérkohen
vitamina apo aminoacide té tjera, ato shtohen gjaté pérgatitjes s terrenit té ploté.
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Pasqyra 4.1. Pérbérja e disa tretésirave bazale té pérdorura né kultivimin in vitro té specieve bimore

o o
8 - S &
~ To B - o X S
o0 1 Y4
=| S 28 (23 |5 B |« I = s (> 3
. A - o = - o o LO Q v = (O
Pérgendrimi c o RlaT |5 e £ |E o |o S s 9 {5 &
3 o 29c |23 |§ 8 |8 R E 2 | 2
(mg/l) ] © -l N < = O £ |4 ) o3 2 2 -G
ko] [} =} - c < b} < = c X o w — 2 o 4
c = £|035 |[X 5 O |55 s |98 S 5 O < o
< O oloa |o¥ g 08 I IS |¥3 S S
(NH4)2MoO,
NH;NO; 400 650 400 1416 150 0 125 600 650 400
NH4H,PO, 15.03
(NH,),SO4 463 134
H3BO;3 6.2 6.2 0.6 6.2 12.4 0.3 1 2.86 6.2 6.2
CaClz x 2H:0 332 253 | 64.14 144 150 75 453 332.2 96
Ca(NOs)2 x 4H.0 492 386.3 | 1960 241.2 656.4 556
CoCl2 x 6H20 0.03 | 0.03 0.025 | 0.05 0.025 0.025 0.025 0.025
CuSO4 x 5H20 0.03 | 0.03 0.25 0.05 0.025 0.025 0.03 0.08 0.025 0.025 | 0.25
Na,EDTA x 2H,0 745 | 373 | 373 | 373 | 3725 37.26 37.25 3.35 37.26 37.26 | 37.3
FeSO4 x 7H20 55.7 | 278 | 279 | 2785 | 338 27.85 27.85 25 27.85 278 | 27.85
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Fe-Na-EDTA

FeCls 1

MgSOa x 7TH20 80.7 | 806 | 904 | 743 3615 250 7.099 250 240.8 | 46.55 80.7 370
MnSOs x H:0 6.9 0.85 33 32 335 10 0.1 0 6.9 223
MnClz x 4H20

Na;MoO, x 2H,0 025 | 025 5 0.39 0.25 0.025 0.25 0.25 0.25
MoOs; x (H20)n 0.016

NiClz-x 6H.0 0.03

NiSO4x 6H,0 0.005

KCI 65 750 300

Kl 0.3 0.8 1.6 0.75 0.8 0.01 0.75 0.83

KNOs 480 900 | 2830 2500 0 606.6 900 900

KH2PO4 70 400 258 265 70 70 170
K2SO4 1560 559 990
NaNO; 600

Na2SO4

Zn(NO3)2 x-6H20 7

ZnSO4 x 7TH20 8.6 8.6 212 8.6 2 0.3 1 0.22 2 8.6 8.6
AICI; 0.03
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(NH4)2MoO, 0.037
NH4NO3 720 25 908 700 6.5 1650 825 500 412 820
NHsH;PO, 300
(NH4)2SO,
H3;BO; 0 0 0.86 55 5 31 31 05 6.2 12 0.1 12.4 0.31
CaClz x 2H20 66 9.628 | 122.5 5 4529 | 452.9 440 880 440
Ca(NOs)2 x 4H.0 347 1262 208.5 600 236
CoClz x 6H20 0.025 0 0.025 | 0.025 0.025 | 0.05 0.05 | 0.025
CuSOs x 5H20 0.025 | 0.025 | 0.37 0.25 0.2 0.25 0.25 0 0.025 | 0.05 0.05 0.25
Na,EDTA x 2H,0 37.26 373 | 41.35 20 37.25 | 111 375
Fe2(SOa)3 50
FeSOs x 7TH20 27.8 27.8 30.8 5 25 27.85 | 14.9 27.8
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Fe-Na-EDTA 36.7 36.7 | 36.7 8.6
FeCls

MgSO. x 7TH20 90.37 6 58.57 | 555 954 | 903.8 | 903.8 | 351.6 | 370 370 125 1500 | 246
MnSO4 x H20 8.9 895 | 025 | 279 0 516 | 5.16 53 169 | 336 3 22.3

MnClz x 4H.0 2.574
Na:MoO. x 2H,0 025 | 025 0.32 0 025 | 025 | 025 | 025 05 0.25 | 0.097
NiSO4x 6H20 0.05

KCI 083 | 083 | 0.75 350 500

KIl 0 910.1 | 84.06 80 0.83 | 166 05 0.83

KNOs 950 25 2500 1900 | 1900 | 125 1100 | 808
KH2PO4 68 25 500 | 2175 270 270 170 170 125 340 204
K2SO4 1275

NazSO4 200 21

Zn(NO3)2 x-6H20 85 8.6 8.6 3

ZnS0O4 x 7TH20 0 0 0.52 43 0 8.6 0.18 143 | 0.861
AICI;

BeSO, 0.01

Ti(SO.)3 0.2
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Pasqyra 4.2. Pérmbajtja e vitaminave dhe aminoacideve té disa terreneve bazé té pérdorur gjerésisht

(o) ~
- & = TS _=
T | ST o 2 210 |¥
& Lo o S 2N GIT|RY |Z e S
Pérgendrimi (mg/l) — —18 8 © ZB2 |8 Ll |22 |2 = £33 |2
= 8 © E = X _E = ; = S ~ O = \—_L E c ~
S| %10z 28| Slsg |z 2|25 |22 |2 ¢S |0
s =m8lzs| EEz g izERS|T G2z |68
z| 0lmS 56 ZI8T |12 S|03 |0¥¢ zlok |53
D-Biotiné 50 0.05 | 0.05 0.05
Acid folik 0.5 05 0.5 0.5
Glicingé 2 2 2 2 2 2 1 2 30 2
mio-Inozitol 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100
Acid nikotinik 0.5 05 05 5 5 05 | 0.75 1 5 5
Piridoksiné HCI 0.5 05 0 05 | 05 0.5 05 | 0.25 1 05 0.5 05
Riboflaviné
Tiaminé HCI 0.5 0 0.1 0.5 5 1 15 1 0.5 0.5 05 0.1
L-Glutaminé 800 | 2190
Cisteiné 1
D-Ca pantoteinat 1
Vlera e pH ~58 | ~68 | 68 | ~58 | ~58 | ~58 | ~58 | ~58 | ~58 | ~58 | ~58 | ~5.8 | ~45
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> Hormonet bimore / Rregullatorét e rritjes né bimé

Né kulturé indore ose gelizore kérkohet shpesh kombinimi i klasave té ndryshme
hormonale. Termi “fitohormon” pérdoret pér hormonet bimore natyrale. Rregullatoré
té Rritjes Bimore (RRB) quhen ato sintetike / té prodhuara artificialisht. Fitohormonet
dhe rregullatorét e rritjes pérdoren né sasira tepér té vogla, té rendit 0.01-10 mg/I dhe
pércaktojné né masé té madhe dhe vendimtare rritjen gjaté embriogjenezés apo
organogjenezés.

Klasa té ndryshme hormonale kané efekte t€ ndryshme né bimé. Ky efekt éshté né
varési té strukturés kimike t€ hormonit, t&€ eksplantit dhe té€ gjenotipit.

Megjithése roli i RRB né kulturén indore dhe qelizore €shté i domosdoshém, RRB
ndérveprojné me faktoré biologjiké themeloré. Faktori mé i réndésishém né kulturén
indore bimore &shté gjenotipi, pra, nése materiali bimor ka aftésin€ gjenetike t€ shfaqé
pérgjigjen e déshiruar apo jo. Gjithashtu, gjendja fiziologjike e materialit bimor,
pércakton pérgjigjen biologjike. Disa eksplante bimore jané shumé mé tepér té afta
t€ japin njé pérgjigje té€ caktuar sesa lloje t€ tjera eksplantesh. N¢ disa raste, gjendja
fiziologjike e njé eksplanti mund t€ ndryshohet duke e paratrajtuar até me njé tjetér
RRB. Njé listé e fitohormoneve dhe RRB-ve mé té pérdorur né kulturat indore, klasa
hormonale ku béjné pjesé, shkurtesat / akronimi dhe pesha e tyre molekulare éshté
dhéné né pasqyrén 4.3.

Pasqyra 4.3. Fitohormonet / RRB-té mé té pérdorur né kulturén indore té biméve

Klasa Hormoni bimor / Rregullatorii [Shkurtimi  |Masa
hormonale rritjes molekulare
Acidi indol-3-acetik AIA 175.2
Acidi naftalenacetik ANA 186.2
Auksina Acidi 2,4-diklorofenoksiacetik 2.4-D 221.0
Acidi indol-3-butirik AIB / IBA 203.2
6-furfurilaminopurina Kinetiné 215.2
6-benzil-aminopurina ose BAP / BA 225.2
6-benziladenina
N® (%-izopentil)-adenina 2iP 203.3
[Citokinina Trans-6-(4-hidroksil-3-metilbut- 2- [Zeating 219.2
enil) amino purina
Tidiazuroni ose 1-fenil-3-(1,2,3- [TDZ 220.2
tiadiazol-5-il)-urea
Giberelina  |Acidi giberelik GA, 346.4
Acidi abshisik |Acidi abshisik ABA 264.3
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> Karbohidratet si burim karboni dhe energjie

Qelizat dhe indet bimore né kulturé pérgjithésisht nuk jané aktive fotosintetike dhe
kérkojné njé burim karboni. Kryesisht ato klasifikohen si miksotrofe, ku autotrofia
ndodh né vlera shumé té uléta. Pérgendrimi i ulét i CO, né provézat apo enét e tjera té
kulturés, gjithashtu kufizon fotosintezén, por né praktiké éshté shumé e véshtiré dhe e
kushtueshme té furnizohen bimét me gazin CO..

Sasia e shegerit né terren duhet té sigurojé rritje té shpejté té indeve bimore né
kulturé. Zakonisht né sistemet e kultivimit in vitro pérdoret sakaroza ose glukoza né
sasiné 2% - 5%. Mund té pérdoren gjithashtu burime té tjera karbohidratesh, té tilla si
fruktoza dhe niseshteja. Sheqgernat i nénshtrohen karamelizimit nése autoklavohen
shumé gjaté dhe do té reagojné me amino-komponimet (reaksioni Maillard).
Karamelizimi ndodh kur shegernat nxehen, degradohen dhe formojné melanoidinat, té
cilat jané pérbérje kafe, me peshé té larté molekulare gé¢ mund té pengojné rritjen e
gelizave. Njé ngjyré e verdhé né kafe e celur e njé terreni té autoklavuar éshté njé
tregues se procesi ka ndodhur shumé gjaté. Né té tilla raste, terreni ushqyes nuk duhet
pérdorur.

> Alkoolet shegerore

Ndér alkoolet sheqgerore gé& pérdoren pér géllime secifike né kulturén indore,
pérmenden si vijon:

Mioinozitoli éshté i réndésishém né kulturat e indeve i pérfshiré né mbirjen e
farave, metabilzmin dhe transportin e karbohidrateve, ushgimin mineral, strukturén e
membranés, formimin e murit gelizor, homeostazén hormonale, fiziologjiné e stresit,
etj. Mioinozitoli konsiderohet gjithashtu si njé pérmirésues i rritjes in vitro dhe mund
té jeté njé burim karbohidratesh, por kryesisht, veprimi i tij ngjason me ato té
vitaminave. Gjithsesi, jo té gjitha formulimet (Pasqyra 4.4) pérfshijné mioinozitolin si
pjesé té terreneve ushqyese bazé.

Manitoli dhe sorbitoli jané alkoole sheqgerore, té cilét luajné rol t¢ madh né
rregullimin e potencialit té jashtém osmotik. Thithja e ujit nga gelizat bimore
drejtohen nga vlerat e potencialit ujor midis léngut gelizor dhe mjedisit té jashtém.
Komponentét kryesoré té terrenit ushqgyes gé ndikojné né lévizjen e ujit jané
pérgendrimi i agarit, sasia e shegerit, etj. Kéto alkoole shegerore pérdoren né proceset e
izolimit dhe té fuzionimit té protoplasteve, né maturimin e embrioneve somatiké, né
teknikat in vitro té pérfshira né konservimin me metoda té rritjes minimale, né
teknikat e lidhura me androgjenezén dhe gjinogjenezén, etj.

> Sistemi mbéshtetés pér eksplantet bimore

Pérgjithésisht, kultivimi i eksplanteve, né shumé eksperimente té kulturés indore,
kérkon njé mbéshtetje té qéndrueshme dhe efektive té tyre brenda enés sé
kulturés. Shkalla né té cilén kulturat rriten dhe prodhojné sythe gjaté mikroshumimit
ndikohet nga natyra fizike e terrenit ushqyes. Sistemet e mbéshtetjes klasifikohen né:

Mbéshtetés té natyrés kimike: Pér kété géllim, zakonisht né terrenin ushqyes,
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shtohet njé agjent xhelifikues. Njé agjent i tillé, gé gjen pérdorimin mé té& madh né
sistemet e kultivimit in vitro, &shté agar-agari, i cili pérdoret kryesisht né pérgendrime
0.5-1.0%. Agari formon njé xhel me ujin gé shkrin né 100°C dhe ngurtésohet rreth
temperaturés 45°C, gjé gé lejon edhe sterilizimin efikas né temperatura té larta. Ka
géndrueshméri né njé kufi té gjeré té vlerave té pH (5 — 8), dhe né disa raste edhe mbi
kéto limite. Nése agari éshté i papastér, ai krijon problematika né terrenin ushqyes
dhe, rrjedhimisht, edhe né rritjen bimore. Ndonjéheré vérehen ndryshime té thella né
pérgjigjen e eksplantit vetém duke ndryshuar markén e agarit té pérdorur. Pérveg
agarit, si agjenté xhelifikues mund té pédoren algjinati, xhelriti, fitaxheli,
karraxhinani, niseshteja, etj. Algjinati pérdoret gjerésisht né procedurat e inkapsulimit
dhe formimit té farave sintetike, pér shkak té aftésisé sé tij xhelifikuese kur bie né
kontakt me jonet dyvalente té€ magnezit, kalciumit, etj.

- Mbéshtetés té natyrés fizike: Né kéto raste pérdoren letra filtri té vendosura mbi
njé shtresé poliuretani t& mbingopur me terren ushqyes ose né formé ure mbi terrenin
e léngét. Mbéshtetés té tjeré qé mund té pérdoren jané membranat e polipropilenit, fije
poliestre, pélhura té holla, Iloje gomash, etj.

> pH i terrenit ushqyes

pH i terrenit ushqyes té njé kulture indore duhet té jeté né njé vleré té tillé gé té
mos shkatérrojé indin bimor. Zakonisht, terrenet ushqyese pérgatiten me njé pH
fillestar rreth vlerave 5.5 — 6.0. Pér stabilizimin e pH pérdoren tretésirat buferike, té
cilat jané substanca gé cojné pH né vlerén e déshiruar. Zakonisht, vlera e pH rregullohet
me acid apo bazé para autoklavimit té terreneve ushqyese.

pH i terrenit ushqyes, né pérgjithési, bie me 0.6 - 1.3 njési pas autoklavimit. Kulturat
e disa indeve bimore shkaktojné njé rénie t& pH me kalimin e kohés pér shkak té
prodhimit té acideve organike si dhe pérthithjes sé formave té caktuara burimore té
azotit. Vlera e pH ndikohet mjaft nga kripérat inorganike, burimi i karbohidrateve,
agjenti xhelifikues, qymyri i aktivizuar, kohézgjatja e kulturés, etj.

4.3. Pérgatitja e tretésirave stok / rezervé

Pérgatitja e tretésirave stok / rezervé / té pérgendruara, éshté njé praktiké mése e
zakonshme né teknikat e kultivimit in vitro. Nuk éshté e mundur té€ peshohen dhe té
pérzihen té gjithé pérbérésit pak para pérgatitjes sé terrenit ushqyes. Eshté njé puné e
lodhshme dhe gé kérkon kohé. Gjithashtu, nése do té pérgatitet 100 ml ose 200 ml
terren ushqyes, atéheré éshté shumé e véshtiré té peshohen disa pérbérés qé pérdoren
né sasi shumé té vogél pér njé litér terren.

Njé arsye tjetér shumé e réndésishme, éshté gé shumé nga kripérat duhet té treten
paraprakisht vegcmas me njé pérgendrim té caktuar, pasi nése do té bashkohen me
grupin pa u tretur, ato nuk do té mund té treten dhe krijojné precipitat. Pra, éshté e
pérshtatshme dhe mése e domosdoshme qé té pérgatiten tretésirat e pérgendruara té
makrokripérave, mikrokripérave, vitaminave, aminoacideve, hormoneve etj.
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Praktika e punés né Laboratorin e Kulturave Qelizore dhe Indore, FSHN, UT,
éshté pérzgjedhur e tillé gé pér tretésirat e makro- dhe mikroelementéve pérgatiten
tretésira stok / té pérgendruara 10x, ndérsa pér ato té kelatit t& hekurit, vitaminave e
aminoacideve dhe fitohormoneve / RRB-ve pérgatiten tretésira stok / té€ pérgendruara
100x. Detyrim i réndésishém éshté respektimi i pérgendrimeve specifike me té cilat
pérgatiten tretésirat stok, ndérsa sasia / véllimi i ¢do tretésire stok té pérgatitur né njé
moment té caktuar, mund té ndryshojé né varési té nevojés sé paraqitur né pérputhje
me veprimtariné eksperimentale té planifikuar.

4.3.1. Pérgatitja e tretésirave stok / té pérgendruara té makro- dhe
mikroelementeve

Tretésirat stok / té pérgendruara té makro- dhe mikroelementéve pérgatiten si tretésira mé vete.
Ndér makroelementét, rekomandohet gé edhe kripérat gé furnizojné me sulfate, té pérgatiten si
tretésira stok té vecanta, pasi nése bashkohen me kripérat e tjera, shpesh heré ndodh gé té
krijojné precipitate. Pér sa i takon mikroelementéve, ato té gjithé grupohen né njé tretésiré stok,
me pérjashtim té hekurit i cili pérgatitet i kelatuar si tretésiré stok me vete.

Mé poshté paraqgitet protokolli pérkatés (Protokolli 4.1) pér pérgatitjen e tretésirave
stok té kripérave inorganike, pjesé pérbérése té njé terreni ushqyes. Né pasqyrén 4.3
paragiten formulimet pér makroelementé dhe mikroelementét si dhe nevoja pér
njehsimin e pérgendrimit né rastin kur tretésira stok do té jeté 10x e pérgendruar.

Protokolli 4.1: Pérgatitja dhe ruajtja e tretésirave stok / té
pérgendruaraté makro- dhe mikroelementéve

Metoda e ndjekur:

- Pér té pérgatitur njé tretésiré stok, fillimisht pérllogaritet sasia e déshiruar e
reagentit né pérgendrimin e kérkuar pér véllimin e kérkuar;

- Duhet béré kujdes pér peshimin e sakté né peshoren elektronike. Pér kété
proces pérdoren vasketa / ené mbajtése silikoni ose xhami (Fig. 4.1a);

- Pas vendosjes sé enés mbajtése, domosdoshmérisht duhet béré tarimi / zerimi i
peshores. Mé tej, me ané té njé spatule metalike ose plastike, shtohet gradualisht sasia e
reagentit derisa merret pasha e déshiruar;

- Reagenti i peshuar vendoset né njé goté kimike apo ené tjetér té pérshtatshme dhe
né té shtohet tretési. Pér kripérat e makro- dhe mikroelementéve, tretési éshté uji i
distiluar;

- Kripérat peshohen dhe treten vecmas, né pérputhje me pérgendrimin
pérkatés;

- Pasi peshohet dhe tretet kripa e paré pérmbajtja shtohet né njé baloné qgelqgi me
Véllim 1 litér

- Gota kimike ku éshté béré tretja, shpélahet tri heré me ujé té distiluar né
ményré gé e gjithé pérmbajtja té kalojé né balonén e gelqit;
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- Kujdes!! Tarimi deri né 1 litér nuk béhet né kété fazé, por vijohet me peshimin
e kripés sé dyté dhe tretjen e saj. Edhe kjo pérmbajtje, pas tretjes sé ploté, shtohet né
té njéjtén baloné gelqi dhe pérzihet miré me tretésirén gé gjendet né té. Né kété
meényré vijohet me té gjitha kripérat pérbérése té njé tretésire stok;

- Pasi jané tretur dhe bashkuar té gjithé pérbérésit né balonén e gelqit, béhet
tarimi deri né véllimin pérkatés (1 litér) me ujé té distiluar (Fig. 4.1d);

- Né kété ményré pérgatiten tretésirat stok té makroelementéve dhe té
mikroelementéve (sepse kéto jané tretésira stok gé pérgatiten vegmas). Zakonisht,
edhe Kkripérat e sulfateve pérgatiten si tretésira stok mé vete, pasi nése bashkohen me
grupin e makrokripérave mund té ndodhé gé té formohet precipitat shumé shpejt pas
pérgatitjes sé tretésirés;

- Gjithmoné duhet béré etiketimi i enéve mbajtése té tretésirave stok té makro- dhe
mikroelementéve mbi pérmbajtjen, datén e pérgatitjes dhe shénime té tjera té
nevojshme (Fig. 4.1e);

- Kéto tretésira stok ruhen né 4°C dhe mund té pérdoren edhe deri né njé vit pas
pérgatitjes, por né ményré té vazhdueshme duhet béré vrojtimi i tyre pér shenja té
precipitimit.

enée

peshore shkallézuar
oy pérzierés :
klm\lke / magnetik </ : D
— y c::=:J

5468 g & 1 00

A B i & D E
Figura 4.1. Paragitje skematike e thjeshtuar e hapave té punés pér pérgatitjen e njé tretésire, pjesé e

procesit pér pérgatitjen e tretésirave stok / t& pérgendruara (www.google.com)

Pasqyra 4.3. Pérgatitja e tretésirave stok / té pérgendruara té kripérave té makro dhe
mikroelementéve pér terrenet ushqyese LP, MS, WPM dhe DKW

Pérbérésit MS LP WPM DKW
Makro- mg/l {1 litér 10X | mg/l {1 litér mg/l {1 litér | mg/l {1 litér
elementét (a/) 10X (g/l) 10X (g/l) 10X (g/l)
KNO, 1900 19 - - - - - -
NH,NO, 1650 16.5 908 | 9.08 | 400 4 1416| 14.16
K,SO, - - 1274.5 12.745 | 990 9.9 |1560| 15.60
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MgSQ,-7H,0 370 3.7 555 | 555 | 370 37 | 743 | 743
KH,PO, 170 1.7 217.5| 2.175 | 170 17 | 258 | 258
Ca(NO,),-4H,0 - - 1262 | 12.62 | 556 | 556 [1960| 19.6
CaCl,-2H,0 440 4.4 1225 1.225 | 96 096 | 144 | 144
Mikro- elementét| mg/l |Llitér 10X | mg/l 1 litér mg/l {1 litér | mg/l L litér
(g/l) 10X (g/l) 10X (g/l) 10X (g/l)
H,BO, 6.20 0.062 |550| 0055 | 6.2 | 0.062 |124| 0.124
MnSO,-H,0 16.9 0.169 | 279 | 0.279 | 223 | 0.223 |32.0| 0.320
CuSO4-5H,0 0.025| 0.00025 | 0.25 | 0.0025 | 0.25 | 0.0025 | 0.05 | 0.0005
Na,MoO,-2H,0 0.25 | 0.0025 | 0.32 | 0.0032 | 0.25 | 0.0025 | 5.0 | 0.05
ZnSO,4-7H,0 8.60 0.086 | 4.30 | 0.0043 | 8.60 | 0.086 |21.2| 0.212
CoCl,-6H,0 0.025 | 0.00025 - - - - 0.05| 0.0005
KJ 0.83 0.083 - - - - 1.60| 0.016
Zn(NO,),"6H,0 - - 8.50 | 0.0085 | - - - -

4.3.2. Pérgatitja e tretésirave stok té kelatit té hekurit

Njé problem né solucionet ushqyese éshté ruajtja e formés sé pérdorshme té hekurit.
Nése né solucion shtohen kripéra inorganike té hekurit si FeSO4 ose Fe(NO3),, hekuri
precipiton né solucion né trajtén e Fe(OH)3. Pér kété arsye, hekuri shtohet i lidhur njé
kelator. Kéto té fundit jané pérbérje té afta té krijojné komponime komplekse té
tretshme me katione si hekuri apo kalciumi né té cilét kationi mbahet i lidhur mé fort
me forca jonike sesa me lidhje kovalente. Pérgjithésisht, né terrenet ushqgyese té
kulturave in vitro, hekuri shtohet i kelatuar né formén e Fe-EDTA (kripé ferrike e
acidit etilendiamintetraacetik). Unaza komplekse bén gé jonet hekur té jené té
pérthithet né ményré optimale nga bima edhe né sasi té vogla.

Mé poshté paragitet Protokolli 4.2 pér pérgatitjen e tretésirés stok té kelatit té hekurit.
Né pasqyrén 4.4 paragiten formulimet pér pérgatitjen e tretésirave sé kelatit té hekurit,
kur nevojitet té pérgatitet 100 ml tretésiré 100x e pérgendruar.

Protokolli 4.2: Pérgatita dhe ruajtja e tretésirave stok té Fe- EDTA

- Peshohen sasité pérkatése t&¢ FeSO,-7H,0 dhe t& Na,-EDTA pér 100 ml tretésiré

100x té pérgendruar, vendoset secila sasi e peshuar né goté kimike té vecanté, dhe
shtohen 20 - 30 ml ujé né secilén;

- Treten mé vete me nxehtési né njé pérzierés magnetik;
- Kur té vlojé tretésira e Na,-EDTA, né té shtohet tretésira e FeSO,-7H,0;
- Lihen té vlojné sé bashku pér rreth 30 min. Tretésira e pérftuar ka ngjyré té verdhé
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té lehté;

- MEe pas shtohet gradualisht ujé i distiluar deri sa té arrihet véllimi 100 ml,

- Gjithmoné duhet béré etiketimi i enéve mbajtése té tretésirave stok té kelatitté
hekurit mbi pérmbajtjen, datén e pérgatitjes, etj.;

- Kjo tretésiré ruhet né temperaturé 4°C gé té mos kryhet oksidimi i Fe* né Fe®"
dhe késhillohet mbajtja e saj né njé shishe me ngjyré té errét.

Pasqyra 4.4. Pérgatitja e tretésirave stok té kelatit té hekurit pér terrenet ushqyese LP, MS, WPM

dhe DKW
Pérbérésit MS LP WPM DKW
Kelati i mg/l (100 ml mg/l |100 ml mg/I (L00 ml mg/l 100 ml
hekurit 100X (g/l) 100X (g/l) 100X (g/l) 100X (g/l)

FeSO,-7H,O| 27.85 | 0.2785 |30.80| 0.308 |27.8| 0.278 |27.85| 0.2785
Na, EDTA | 373 0373 |4135| 0.4135 |373| 0373 |[37.25| 0.3725

4.3.3. Pérgatitja e tretésirave stok té vitaminave dhe aminoacideve

Pér té rritur efektivitetin gjaté shumimit in vitro, né terrenet ushqyese shtohen dhe
disa vitamina e aminoacide (Pasqyra 4.4). Pérvec tyre, terreni ushqyes i ploté mund té
pérmbajé dhe shtesa té vitaminave dhe aminoacideve té tjeré.

Edhe vitaminat dhe aminoacidet gé jané pjesé e terreneve ushqyes bazé, pérgatiten si
tretésira stok me njé véllim dhe pérgendrim té caktuar (Pasqyra 4.5). Mé poshté
paragitet protokolli pérkatés (Protokolli 4.3) pér pérgatitjen e tretésirave stok té
vitaminave dhe aminoacideve.

Protokolli 4.3: Pérgatitja dhe ruajtja e tretésirave stok vitaminave dhe
aminoacideve

- Peshohen sasité pérkatése té vitaminave dhe aminoacideve pér 100 ml tretésiré
stok 100x té pérgendruar sipas Pasqyrés 4.5;

- Tretet me ujé té distiluar secila mé vete dhe, mé pas bashkohen té gjitha sé
bashku né njé baloné gelqi té graduar, me véllim 100 ml dhe shtohet ujé i distiluar
deri né véllimin 100 ml,

- Mioinozitoli, né formulimet ku éshté i pranishém, mund té pérfshihet né
tretésirat stok pasi peshohet né pérgendrimin e duhur pér véllimin e kérkuar. Gjithsesi,
né shumé raste, ai nuk pérfshihet né kéto tretésira pér shkak se mund té béhet i
pagéndrueshém, por peshohet sipas vlerés standard té pérgendrimit dhe shtohet sa
heré gé pérgatitet terreni ushqyes;

- Gjithmoné duhet béré etiketimi i enéve mbajtése té tretésirave stok té
vitaminave dhe aminonacideve mbi pérmbajtjen, datén e pérgatitjes dhe shénime té
tjera té nevojshme;
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- Tretésirat stok té vitaminave dhe aminoacideve ruhen né temperaturé 4°C dhe
mund té pérdoren deri né dy muaj;

- Nése né terrenet ushgyese do té nevojitet shtimi i vitaminave apo aminoacideve
té tjera gé nuk jané pjeseé e terrenit ushqyes bazé, ato peshohen né kohén e pérgatitjes sé
terrenit dhe shtohen né té;

- Shumé vitamina dhe aminoacide jané 1éndé termolabile / té pagéndrueshme nén
ndikimin e temperaturave té larta. Né kéto raste nevojitet gé ato té shtohen né terrenin
ushqyes népérmjet mikrofiltrimit, pas sterilizimit té terrenit;

- Pér kété arsye, rekomandohet gé gjithmoné para pérgatitjes sé terrenit ushqyes, pasi
specifikohet né detaje pérbérja e tij, t& merret njé informacion mbi shtesat e vitaminave
gé nuk jané pjesé e bazés apo e pérbérésve té tjeré té papércaktuar mbi géndrueshmériné e
tyre né temperaturave té larta. Kjo éshté themelore pér zbatimin e protokollit té
sterilizimit té kétyre léndéve.

Pasqyra 4.5. Pérgatitja e tretésirave stok té vitaminave dhe aminoacideve pér terrenet ushqyese
LP, MS, WPM dhe DKW

Pérbérésit MS LP WPM DKW
Vitaminat mg/l | 100 ml |mg/l| 100 ml | mg/l | 100 ml | mg/l| 100 ml
100X (g/l) 100X (g/l) 100X (g/l) 100X (g/l)

Acid nikotinik 0.5 0.005 |0.75| 0.0075 | 0.5 | 0.0005 | 1.0 0.01
Piridoksiné HCI | 0.5 | 0.0005 |0.25| 0.0025 | 0.5 | 0.0005 | 1.0 0.01

Tiaminé HCI 0.1 | 00001 | 15| 0.015 1 0.01 1.0 0.01
Pantoteinat Ca - - - - - - 1.0 0.01
Gliciné 2 0.02 2 0.02 2 0.02 1.0 0.01
Cisteiné - - - - - - 1.0 0.01
Biotiné - - - - - - 0.05| 0.0005
Mio-inozitol 100 1 100 1 100 1 100 1

4.3.4. Pérgatitja e tretésirave stok té fitohormoneve / RRB-ve

Pér shkak té rolit madhor gé ato kané né morfogjenezé, né terrenet ushqyese té
kulturés in vitro, pothuajse gjithmoné éshté i panishém njé ose disa fitohormone /
RRB, té kombinuar sipas pérkatésisé klasore dhe pérgendrimit né pérputhje me
géllimin gé ka platforma eksperimentale.

Cdo fitohormon / RRB pérgatitet si tretésiré stok mé vete. Né Laboratorin e Kulturave
Qelizore dhe Indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT, praktika e
zakonshme éshté gé si vleré standard éshté pércaktuar ajo 1 mg/l. Mbi kété vleré
fillestare pérgatiten tretésirat stok pér secilin fitohormon / RRB né njé pérgendrim

46



dhe véllim té pércaktuar (Pasqyra 4.6). Cdo klasé hormonale ka specifikat e veta
pérsa i takon tretésit. N& vijim paraqitet protokolli i pérgatitjes sé tretésirave stok té
fitohormoneve me specifikat pérkatése sipas klasave hormonale (Protokolli 4.4).

Pér té rritur efektivitetin gjaté shumimit in vitro, né terrenet ushqyese shtohen dhe
disa vitamina e aminoacide (Pasqyra 4.4). Pérveg tyre, terreni ushqyes i ploté mund té
pérmbajé dhe shtesa té vitaminave dhe aminoacideve té tjeré. Edhe vitaminat dhe
aminoacidet gé jané pjesé e terreneve ushqyes bazé, pérgatiten si tretésira stok me njé
véllim dhe pérgendrim té caktuar (Pasqgyra 4.5). Mé poshté paragitet protokolli
pérkatés (Protokolli 4.3) pér pérgatitjen e tretésirave stok té vitaminave dhe
aminoacideve.

Protokolli_4.4: Pérgatitja dhe ruajtja e tretésirave stok té
fitohormoneve / RRB-ve

1. Tretésirat stok té auksinave:

- Peshohen sasité pérkatése sipas pasqyrés 4.6 pér té pérgatitur 100 ml tretésiré 100x
té pérgendruar;

- Treten auksinat (ANA, AIA, IBA dhe 2,4-D) paraprakisht né disa pika NaOH ose
KOH 1 N (jo mé shumé se 0,3 ml). Shtohet me shpejtési ujé i distiluar deri né
véllimin né 100 ml pér té shmangur precipitimin;

- Auksinat gjithashtu mund té treten né 95% etanol dhe té hollohen né véllim;
megjithaté, etanoli éshté toksik pér indet bimore dhe Kkrijon njé precipitat té auksinés
pas disa javésh né frigorifer;

- Stoget e auksinave ruhen né 4°C dhe duhet t& pérgatiten té freskéta ¢do javé,
vecganérisht tretésira stok e auksinés AlA;

2. Tretésirat stok té citokininave:

- Peshohen sasité pérkatése sipas pasqyrés 4.6 pér té pérgatitur 100 ml tretésiré
100x té pérgendruar;

- Citokininat (kineting, zeatiné, BAP, 2-iP) treten né 1 ml HCI 1N dhe disa pika ujé.
Zakonisht kérkohet ngrohje e buté pér té tretur plotésisht kristalet. Shtohet shpejt ujé i
distiluar deri né véllimin né 100 ml pér té shmangur precipitimin;

- Stoget e citokininés mund té ruhen pér disa muaj né frigorifer;

- Citokininat jané mjaft té géndrueshme nga ana termike dhe nuk degradohen
gjaté autoklavimit;

3. Tretésirat stok té giberelinave:

- Peshohen sasité pérkatése sipas pasqyrés 4.6 pér té pérgatitur 100 ml tretésiré
100x té pérgendruar;

- Tretésirat stok t¢ GA; mund té pérgatiten duke tretur kristalet né ujé dhe duke
rregulluar pH né 5.7;
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- Né njé pH alkalin / bazik, acidi giberelik shndérrohet né njé izomer joaktiv, por
edhe né njé pH acid dhe temperaturé té larté, GA; gjithashtu shndérrohet né forma
biologjikisht joaktive;

- Tretésirat e giberelinave nuk jané té géndrueshme pas autoklavimit. Ato duhet
té pérgatiten té freskéta dhe duhet té shtohen né terrenin ushgyes népérmjet
mikrofiltrimit duke pérdorur njé filt€r 0,22 pum;

Pasqyra 4.6. Pérgatitja e tretésirave stok t& hormoneve bimore

Fitohormonet 100 ml 200 ml 200 ml
mg/l | 100X (g/I) | 100X (g/I) 50X (g/l)

Auksinat

Acidi indol-3-acetik (AlA) 1 0.01 0.02 0.01

Acidi indol-3-butirik (AIB) 1 0.01 0.02 0.01

Acidi naftalenacetik (ANA) 1 0.01 0.02 0.01

Citokininat

6-benzilaminopurina (BAP) 1 0.01 0.02 0.01

Giberelinat

Acidi giberelik (GA3) 1 0.01 0.02 0.01

4.4. Pérgatitja e terreneve ushqyese

Terrenet ushqyese mund té pérgatiten duke u nisur nga tretésirat stok té
parapérgatitura ose nga paketa té gatshme qé tregtohen nga firma tregtare. Né
secilin rast, paraprakisht duhet té pérpilohet pérbérja e terrenit ushqyes né ményreé té
sakté, né pérputhje me géllimin e kulturés dhe llojin e eksplantit. Né lidhje me kéto
pércaktime, shtohen vecanérisht hormone bimore dhe 1€ndé té tjera té papércaktuara.

Eksplantet mund té kultivohen né terrene té xhelifikuara, ose né terrene té léngéta me
mbéshtetés fiziké. Né rastin e fundit, si mbéshtetés mund té pérdoret letra e filtrit,
pambuka, napa, ndonjé lloj gome, etj.

4.4.1. Pérgatitja e terreneve ushqgyese nisur nga tretésirat stok

Terrenet ushqyese kané né pérbérje shumé Iéndé inorganike dhe organike, té cilat jané
parapérgatitur si tretésira stok. Né pérputhje me pérgendrimet me té cilat jané
pérgatitur kéto tretésira (Pasqyrat 4.76 — 4.9), merren véllimet pérkatése té secilés, né
ményré qé né sasiné prej 1 litri t& terrenit pérfundimtar, t€ gjenden sasité sipas
pérgendrimeve tabelare té cdo elementi pérbérés (Pasqyra 4.8).

Llogaritjet e gabuara, mund té shkaktojné pérgatitien e njé terreni ushqyes me
pérmbajtje mé té larté té pérbérésve sesa vlera e lejuar, ose me pérmbajtje mé té ulét.
Té dyja kéto situata sjellin njé pérgjigje té dobét té eksplanteve né kulturé.
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Pasqyra 4.7. Sasité e pérbérésve té tretésirave stok / té pérgendruara pér pérgatitjen e terreneve

ushqyese
Pérbérja e 1000 ml 1000 ml 1000 ml terren (1000 ml terren
tretésirave stok terren MS  fterren LP  \WPM DKW
Makroelementé 10x | 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Mikroelementé 10x 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Kelati i hekurit 100x 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Vitaminat 100x 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Mio inozitol 100 mg/l - 100 mg/I

Protokolli 4.5: Pérgatitja e 1000 ml terren ushqgyes nisur nga
tretésirat stok

Metoda e ndjekur:

- Fillimisht duhet té pérgatitet me pérpikméri formulimi i terrenit ushqyes gé do
té pérgatitet (terreni bazé + shtesat e nevojshme né pérputhje me géllimin);

- Duhen kontrolluar me saktési maksimale pérbérésit ndérsa shtohen né enén né
té cilén terreni po pérgatitet. Ky kontroll duhet béré pér té evidentuar nése ndonjé prej
tyre shfaq shenja té precipitimit apo ndotjes biologjike;

- Duhen shtuar me saktési té gjithé pérbérésit e tretésirave stok, ku kujdes
maksimal duhet té tregohet me pérllogaritjen e véllimeve té marra pér ¢do tretésiré né
pérputhje me pérgendrimin me té cilén ajo éshté pérgatitur dhe me sasiné e terrenit
ushqyes gé do té pérgatitet (Pasqyra 4.10);

- Né njé ené gelgi me véllim rreth 2 litra, shtohen njéra pas tjetrés tretésirat stok
té makro- dhe mikroelementéve, ajo e kelatit t& hekurit, vitaminave e aminoacideve,
dhe ato té fitohormoneve / RRB-ve. Nga secila tretésiré stok, merret njé sasi e vogél
né njé goté kimike, dhe me ané té njé cilindri apo pipete automatike (varet nga sasia e
kérkuar) shtohet véllimi i déshiruar né enén e pérgatitjes sé terrenit ushqyes;

- Cilindri i pérdorur pér marrjen e sasisé sé déshiruar, shpélahet tri heré me ujé té
distiluar dhe né té gjitha rastet pérmbajtja derdhet né enén ku po pérgatitet terreni
ushqyes, né ményré gé e gjithé sasia e tretésirés té kalojé né té;

- Nése pér marrjen e Vvéllimeve té vogla pérdoren pipeta automatike, maja e
pérdorur pér marrjen e njé tretésire stok, nuk duhet ripérdorur;

- Asnjéheré nuk duhen kthyer tretésirat stok t€ mbetura né enén origjinale té tyre,
pasi kjo rrit rrezikun pér ndotje kimike té tyre;

- Nése né terrenet ushqyese do té nevojitet shtimi i vitaminave apo aminoacideve
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té tjera gé nuk jané pjesé e terrenit ushqyes bazé, apo shtesa té tjera té papércaktuara
ato peshohen / pérgatiten né kohén e pérgatitjes sé terrenit dhe shtohen né té;

- Shtohet zakonisht 3% sakarozé né terrenin ushqyes. Mund té testohen
pérgéndrime té ndryshme té salarozws. por gjithashtu mund té shtohen dhe forma té
tjera té burimit té karbonit;

- Matet pH dhe saktésohet né vlerén e déshiruar zakonisht (5.5 — 6.0) me HCI 1N
ose KOH 1N. Vlera e pH mund té& matet né ményré manuale duke pérdorur letra pH ose
né ményré elektronike népérmjet njé pH-metri, né té dyja rastet né kushtet kur terreni
ushqyes éshté duke u pérzier né njé pérzierés magnetik;

- Gjithmoné vlera e pH duhet té saktésohet pérpara se té shtohet agari apo agjenti
xhelifikues;

- Shtohet zakonisht agar né pérgendrimin 0.57 — 0.8%, né varési kjo té llojit té
eksplantit apo enés sé kulturés;

- Shtohet ujé i distiluar deri né véllimin 1000 ml;

4.4.2. Pérgatitja e terreneve ushqyese nga paketat e gatshme

Nga kompani t¢ médha tregtohen terrene ushqyese té gatshme né formé pluhuri té
cilat kané né pérmbajtje kryesisht pérbérjen e terrenit ushqyes bazé sipas Pasqyrés
4.3. Ndonjéheré, mund té keté edhe shtesa té tjera, té cilat specifikohen garté né
etiketimin e produktit. Kéto paketa kané té pércaktuar edhe se pér sa litra terren
ushqyes vlen pérmbajtja brenda tyre.

Produkte té tilla kané avantazhin sepse shkurtojné kohén e pérgatitjes sé terrenit
ushqyes pasi pérgjithésisht nevojitet vetém shtimi i fitohormoneve / RRB-ve, sheqgerit
dhe agarit, si dhe saktésimi i pH, duke shmangur késhtu gjithé procedurén paraprake té
pérgatitjes dhe shtimit té tretésirave stok.

Njé disavantazh i kétyre paketave éshté se, né pérgjithési, ato e kané shumé té
ngushté periudhén e skadencés. Pér kété arsye, nése blihen, ato duhet té pérdoren shpejt
né laborator. Vec késaj, ato kérkojné dhe kushte ruajtje né temperaturé 4°C dhe né
mjedise pa lagéshtiré, kushte té cilat nése nuk respektohen, sjellin problematika né
rritjen e kulturave indore té biméve. Mé poshté paragitet protokolli pérkatés
(Protokolli 4.6) pér pérgatitjen e terreneve ushqyese nisur nga paketat e gatshme.

Protokolli 4.6: Pérgatitja e terreneve ushqyese nga paketat e
gatshme / pluhur)

- Fillimisht duhet béré kujdes i vecanté né inspektimin e gjendjes sé terrenit pluhur
pér aromé specifike, ngjitje té grimcave té pluhurit, 1éngézim té tij, ndryshim
ngjyre apo cdo problematiké tjetér, para se té€ vijohet me pjesén tjetér té
procedurés;
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- Pér pérgatitjen e 1 litri terren ushqyes pérdoret njé ené kimike me véllim 2 litra
dhe mbushet me 800 ml ujé té distiluar;

- Mé pas merret njé paketé me terren ushqyes té gatshém / pluhur té njé prej
formulimeve té Pasqyrés 4.3, paketé e cila pérmban té gjithé pérbérésit e terrenit
ushqyes bazé (makro- dhe mikroelementé, kelat hekuri dhe vitamina e
aminoacide) dhe shtohet né enén kimike me ujé. Ky proces realizohet né
pérzierésin magnetik me pérzierje dhe ngrohje té vazhdueshme;

- Shtohen né enén e terrenit ushqyes sasité e duhura té fitohormoneve / RRB- ve
nga tretésirat stok té parapérgatitura dhe sasia e duhur e sakarozés apo burimit té
karbonit té pérzgjedhur;

- Procedura mé tej vijon si né protokollin 4.5;
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KAPITULLI 5

Eksplantet: pérzgjedhja, sterilizimi dhe
manipulimi i tyre né kushte aseptike

5.1. Kriteret e pérzgjedhjes sé eksplanteve fillestare

Eksplant quhet ¢do pjesé e materialit bimor (organe, inde, geliza, protoplaste) e
vendosur né kulturén in vitro pér té arritur njé géllim té caktuar né drejtim té pérftimit
té njé produkti bioteknologjik bimor me cilésité e déshiruara.

Eksplantet mund té zhvillojné né ményré té menjéhershme organe né kulturé
népérmjet organogjenezés direkte, ose ata mund té formojné fillimisht njé kallus,
masé gelizash gé kané rifituar totipotencén, e mé tej té formojné organe prej tij
(organe adventive), proces i quajtur organogjenezé indirekte.

Gjithsesi, gjithmoné eksplanti i pérzgjedhur duhet té pérmbushé géllimin e platformés
eksperimentale me koston mé minimale t¢ mundshme. Kjo é&shté e réndésishme
sepse, teorikisht ¢do gelizé bimore mund té japé bimén e ploté nése vendoset né
kushte té posagme fiziko-kimike, por nése géllimi éshté vetém mikroshumimi, nuk
ka pérse té zgjidhet ‘qeliza’ si eksplant fillestar kur kété kérkesé e pérmbushim me
efektivitet maksimal ‘sythet’. Ké&to t€ fundit zhvillohen mé lehté dhe kané mé pak
kérkesa pér kushtet e kulturés.

Tipet e kulturave Kklasifikohen bazuar né llojin e eksplantit té pérzgjedhur (Fig. 5.1).
Potencialisht, ¢cdo eksplant mund té pérdoret né teknikat in vitro dhe t¢ mund té kalojé
né morfogjenezé..

Kultura embrionale Kultura e farave Kultura e meristemés

N/

Kultura gelizore «___ Kultura indore e biméve __, \c .- o protoplasteve|
(Kultura né suspension) Y N

Kultura e rrénjéve
Kultura e kallusit Kiursesyiae Kultura e
(kultura e indeve) anterave / vezoreve

Figura 5.1. Tipet kryesore té kulturave bazuar né llojin e eksplantit
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Faktorét themeloré gé ndikojné né suksesin e platformés eksperimentale dhe gé
duhet té kihen parasysh pér pérzgjedhjen e eksplanteve, renditen si vijon:

. Qéllimi i kulturés:

Zgjedhja e llojit té eksplantit varet nga lloji i pérgjigjes gé déshirohet té merret nga
kultura gelizore dhe indore. Késhtu p.sh. nése géllimi éshté shumimi klonal, atéheré
eksplanti zakonisht do té jeté njé syth anésor ose i majés; pér induktimin e kallusit,
zakonisht pérdoren pjeséza indore (pjesé nga kotiledoni, hipokotili, kércelli, gjethja
ose embrioni); pér té prodhuar bimé haploide, kultivohet antera / pjalmi ose vezorja /
veza; pér bimé té shéndetésuara pérdoren meristemat; etj.

. Mosha e eksplantit / juveniliteti:

Ky éshté njé kriter shumé i réndésishém, pasi indi fiziologjikisht mé i ri shfaq
pérgjithésisht potencial mé té larté rigjenerues né kushte in vitro. Pérvec késaj, indet
mé t€ reja pérgjithésisht jan€ mé t€ lehta pér t'u sterilizuar né sipérfage duke
stabilizuar késhtu mé lehté kulturat aseptike.

. Sezoni i izolimit té eksplanteve:

Stina e vitit mund té keté efekte madhore né reagimin e eksplanteve né kulturé. Sythet
e izoluara gjaté pranverés kané potencial rigjenerues shumé mé té larté sesa sythet e
fjetura. Pér mé tepér, shkalla e ndotjes rritet gjithashtu me pérparimin e verés; dhe
stabilizimi i kulturave aseptike né kulturé, béhet shumé i véshtiré. Pavarésisht késaj,
sezoni i izolimit té eksplanteve béhet edhe né varési té llojit té eksplantit..

. Madhésia e eksplantit:

Madhésia e eksplantit ndikon né reagimin e tyre né kulturé. Né& pérgjithési, sa mé i
vogél té jeté eksplanti, ag mé i véshtiré éshté kultivimi dhe terreni ushgyes zakonisht
duhet té keté pérbérés shtesé té shumté. Eksplantet mé té médhenj jané mé té
organizuar si dhe pérmbajné mé shumé rezerva ushqyese dhe fitohormone, faktoré gé
mbéshtesin rritjen mé té miré té tyre né kulturé. Gjithsesi, pérmasa e eksplantit varet
shumé nga géllimi i kulturés.

. Cilésia e biméve:

Késhillohet gé té merren eksplante nga bimé gé jané té miréushqyera né krahasim me
bimét gé shfagin mungesa ushgimore ose bimé gé shfagin simptoma té sémundjeve té
ndryshme. Késhtu p.sh. né shumé raste, mé té preferuara jané bimét e serrés sesa ato
té fushés, pasi té parat rriten né kushte mé té kontrolluara fiziko-kimike.

. Gjenotipi:

Midis ¢do specie bimore, ka dallime té médha né pérgjigjen e tyre né kulturén
gelizore dhe indore. Disa gjenotipe reagojné mé me véshtirési né kulturé, ndérsa té
tjeré reagojné lehtésisht. Testimi i gjenotipeve té shumta éshté pérgjithésisht njé

parametér kryesor eksperimental pér té identifikuar ato gé do té pérgjigjen mé me
efektivitet né trajtimet e pérzgjedhura pér njé qéllim té caktuar.
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5.2.  Kontrolli i nxirjes / Metodat pér shmangien e stresit oksidativ

Proceset e lidhura me sintezén e léndéve oksigjen-reaktive, shkaktojné stres oksidativ
pér eksplantet né kulturé. Ky proces quhet ndryshe dhe oksidim fenolik. Clirimi i té tilla
Iéndéve, pér shkak té kushteve artificiale té rritjes, shkakton nxirjen (nekrozén) e
eksplanteve né kulturé dhe edhe té terrenit ushqyes. Kjo nxirje shkaktohet nga
oksidimi i polifenoleve, si dhe nga formimi i kinoneve té cilat jané Iéndé mjaft
reaktive dhe toksike pér indet bimore.

Me shképutjen mekanike té eksplanteve nga indet méma, fillon dhe procesi i
oksidimit i cili shton véshtirésiné e stabilizimit té kulturave in vitro té bméve. Edhe
trajtimi me agjenté sterilizues pér té ngritur kulturat aseptike, prania e shumé
metabolitéve né terrenin ushqyes si dhe aplikimi i kushteve fizike jo té pérshtatshme
jané faktoré té cilét rrisin stresin oksidativ né kulturé.

Pér té kontrolluar nxirjen e eksplanteve né kulturé indore si pasojé e oksidimit
polifenolik (Fig. 5.2) jané béré pérpjekje té shumta duke aplikuar teknika té ndryshme
gé lehtésojné kété problematike.

Vecanérisht gjenotipi, por dhe shumé arsye té tjera gé lidhen me té, si p.sh. mosha, lloji i
eksplantit apo sezoni i izolimit té tij, jané faktoré vendimtaré gé lidhen me kété
fenomen, dhe, rrjedhimisht, éshté mjaft e véshtiré té standardizohet njé protokoll
universal pér kété ¢céshtje.

Figura 5.2. Eksplante té cilét paragesin shenja té stresit oksidativ a) sythe té€ mollés b) embrione
zigotike té arrés (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjiseé,
FSHN, UT)

Disa nga metodat mé té zakonshme gé pérdoren pér kété géllim jané:

. Shpélarja e eksplanteve para inokulimit né terren ushqyes né ujé té rrjedhshém
pér 30 — 60 min.

. Pérdorimi i tretésirave té kombinuara té antioksidantéve dhe/ose léndéve
pérthithése. Ké&to zakonisht pérdoren né pérgendrimin 0.1 — 0.5% si tretésira shpélarése
para sterilizimit té eksplanteve. Antioksidantét gé pérdoren mé shumé jané acidi citrik dhe
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acidi askorbik. Né Kkété rast, eksplantet trajtohen me tretésiré me pérmbajtje
antioksidantésh pér njé kohézgjatje té caktuar. Antioksidantét mund té pérdoren ve¢cmas
ose tretésira mund té jeté e kombinuar me pérgéndrime té ndryshme té tyre. Zakonisht,
pérdoren pérgéndrime té antioksidantéve 0.1 — 0.5 % né ményré gé té parandalohet clirimi
i polifenoleve né terrenin ushqyes dhe kohézgjatja e trajtimit varion nga disa minuta deri
né disa oré. Aplikim tjetér efektiv éshté dhe pérdorimi i Iéndéve pérthithése. Né kété
kategori, pérdorim té gjeré gjen PVP (polivinilpirrolidoni) né masén 1%. Edhe
paratrajtimi me nitrat argjendi éshté raportuar mjaft efektiv né kontrollin e nxirjes sé
indeve.

. Pérfshirja e antioksidantéve dhe/ose Iéndéve pérthithése né terrenin ushqyes: Né
shumé raste, antioksidantét si acidi citrik dhe acidi askorbik pérfshihen né terrenin
ushqgyes, ve¢mas ose té kombinuar né masén (0.1 — 0.5%). Sipas raportimeve, vetém
shtimi i antioksidantéve né terrenin ushqyes nuk parandalon nxirjen e eksplanteve, por
kjo duhet té paraprihnet nga paratrajtimi me njé tretésiré antioksidante né njé
pérgéndrim dhe kohézgjatje té caktuar. Edhe PVP (polivinilpirrolidoni) né masén 0.05%
mund té shtohet né terrenin ushqyes té kulturés si pérthithés mjaft efektiv i polifenoleve
té cliruara. Pérdorimi i pantoteinatit té kalciumit si shtesé né terrenin ushqgyes redukton
nxirjen e indeve né kulturé. Pér kété géllim pérdoren pérgéndrime deri né 200 mg/l té
pantoteinatit té kalciumit, dhe pérséri domosdoshméri éshté paratrajtimi me tretésiré té
kombinuar antioksidantésh. Né shumé raste edhe nitrati i argjendit pérfshihet né pérbérjen
e terrenit ushqyes pér té shmangur stresin oksidativ. Aftésia e karbonit aktiv (1%) pér té
pérthithur substanca me efekt inhibitor, éshté e dokumentuar mé sé miri. Karboni aktiv ka
pore té iméta, sipérfage té madhe veprimi dhe né kété ményré éshté mjaft efektiv né
pérthithjen né ményré té pakthyeshme té komponimeve fenolike. Ai pérdoret shpesh né
kulturé indore pér té pérmirésuar rritjen dhe zhvillimin e eksplanteve né stade té
ndryshme.

. Efekti i subkulturave té vazhdueshme: Né rastin e clirimit té polifenoleve né
terrenin ushqyes, aplikohen dhe subkulturat e njépasnjéshme me géllim mosekspozimin
e eksplanteve né sasi té larta polifenolesh. Koha e transferimit té eksplanteve né terren té
freskét mund té jeté e domosdoshme gé pas disa minutash nga koha e inokulimit né
terrenin ushqyes ose dhe mé voné. Dicka e tillé lidhet me paratrajtimin ose jo me tretésiré
antioksidantésh. Né rastin e paratrajtimit, transferimi né terren ushqyes té freskét éshté i
nevojshém pas disa ditésh nga koha e inokulimit, mesatarisht ¢do 3 — 4 dité. Mostrajtimi
me tretésiré antioksidantésh e bé&n domosdoshméri té menjehérshme kété proces.
Zakonisht, pas 5 — 6 pasazhesh, kultura stabilizohet dhe eksplantet nuk paragesin nekroza.

. Pérzierja e lehté e eksplanteve gjaté paratrajtimit me tretésirén me antioksidanté
apo léndé pérthithése né pérzierés magnetik;

5.3.  Trajtimet pér nxjerrjen e farave apo sytheve nga gjendja e
fjetjes / getésisé

Eksplante té tilla si sythe té fjetura apo fara, zhvillohen / mbijné me véshtirési né
kulturé in vitro, nése ata nuk paratrajtohen me protokolle té posagme pér té prishur
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fjetien / qgetésiné e tyre. Edhe né kété rast, éshté e véshtiré té standardizohet njé
protokoll universal, pasi gjenotipi dhe lloji i eksplantit jané faktoré vendimtaré gé
paragesin mjaft dallime brenda kategorisé. Paratrajtimet mé té zakonshme pér kété
géllim pérfshijné metodat e méposhtme:

- Gjerésisht pér kété géllim pérdoren giberelinat. Kohézgjatja e paratrajtimit
mund té variojé nga disa oré deri né 1 dité, kjo e lidhur dhe me pérgendrimin e
aplikuar (p.sh. 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, etj.). Giberelinat jané té
pagéndrueshme né autoklavim. Pér Kkété arsye, ky paratrajtim realizohet para
sterilizimit té eksplanteve. Nése tretésira e giberelinave sterilizohet népérmjet
mikrofiltrimit, paratrajtimi mund té realizohet edhe pas sterilizimit té materialeve
bimore;

- Aplikimi i tretésirés sé nitratit té kaliumit (KNO3) né pérgendrime qé variojné
midis 0.2 — 0.5%, dhe me njé kohézgjatje té caktuar né varési té pérgendrimit dhe llojit
té eksplantit, &shté raportuar gjerésisht si metodé efektive pér nxjerrjen nga gjendja e
fjetjes sé sytheve dhe farave;

- Pérdorimi i pérzierjeve té GA3; dhe KNO3 né raporte / pérgendrime té caktuara
dhe me njé kohézgjatje specifike paratrajtimi, gjithashtu rezulton metodé efektive pér
kété géllim;

5.4. Dezinfektimi dhe sterilizimi i eksplanteve bimore

Proces mjaft i réndésishém éshté dezinfektimi dhe sterilizimi i eksplanteve para
kultivimit né ményré g€ t€ eleminohen t€ gjithé ndotésit (baktere, spore kérpudhore
etj.) q¢ gjenden né sipérfage té eksplanteve. Protokolli i sterilizimit t€ eksplanteve
duhet té pérmbushé dy kritere themelore:

. Té eleminohen plotésisht té gjithé mikroorganizmat né sipérfage té
eksplanteve bimore;
. Té sigurojé efekte anésore minimale né indet bimore;

Protokolli i sterilizimit duhet té garantojé eleminimin e ndotésve biologjiké né
kulturé dhe ruajtjen e potencialit rigjenerues té gelizave dhe indeve.

Duhet té kihet parasysh qé tretésirat sterilizuese jané mjaft toksike edhe pér
personelin gé kryen procedurén, prandaj duhet béré kujdes gjaté kétyre manipulimeve.

Mé poshté paragitet njé protokoll i pérgjithshém (Protokolli 5.1) mbi sterilizmin e
eksplanteve duke u pérgendruar tek procedurat dhe rregullat bazé. Pér eksplante
specifike, mund té shtohen hallka shtesé té domosdoshme né proceduré.

Protokolli 5.1: Dezinfektimi dhe sterilizimi i eksplanteve

- Vendosen eksplantet né ujé té rrjedhshém cezme pér 20 - 30 min., né ményré qé
té shpélahen nga papastértit€¢ dhe té€ hidratohen indet bimore. Pjesé t€ vogla t€ biméve,
57



si p,sh. sythe apo fara té iméta, vendosen né gese garze pér té lehtésuar manipulimin
gjaté dezinfektimit;

- Eksplantet dezinfektohen dhe sterilizohen vetém brenda fluksit laminar. Ato
vendosen né njé goté kimike té autoklavuar dhe vijohet me procedurat pasuese;

- Fillimisht dezinfektohen né etanol 70° (v/v) (2 min) dhe shpélahen 3 deri 4 heré
me ujé té distiluar dhe té sterilizuar;

- ME pas trajtohen me tretésiré 5% hipoklorit natriumi ose kalciumi, gé pérmban
20 pika/litér Tween 20 pér 15-30 min. Mund té pérdoret edhe tretésiré ujore e
biklorurit t& mérkurit (HgCl,) 0.1% pér 1 — 3 min pér gjethe dhe kércej té specieve
barishtore, 8 — 10 min pér copa me nyje apo té majés té specieve drunore, etj. Pér
fara me tegument té forté pérdoret tretésiré H,SO, 96% pér 4 —5 min.;

- Né shumé raste, vecanérisht pér specie frutore, realizohet edhe trajtimi me
antifungicidé t€ ndryshém. Njé i tillé éshté Bavistina qé pérdoret né pérqéndrimin 0.2
— 0.4% pér njé kohé trajtimi 5 — 10 min.;

- Sidoqofté, lloji i reagentit, kohézgjatja e trajtimit dhe pérgéndrimi i tretésirés
sterilizuese jané faktoré gé mund té modifikohen dhe duhet té optimizohen né ményré
specifike rast pas rasti;

- Rekomandohet q€ gjaté kohés s€ sterilizimit, eksplantet né tretésirén
sterilizuese t€ pérziehen me pérzierés magnetik, pasi kjo proceduré rrit sipérfagen e
kontaktit té eksplanteve bimore me tretésirén sterilizuese;

- Pas trajtimi me tretésirén sterilizuese, eksplantet shpélahen 3 deri 4 heré me
ujé té distiluar dhe té sterilizuar, né ményré gé té largohet cdo mbetje e tretésirés
nga indet bimore. Nése kjo fazé nuk realizohet, tretésira sterilizuese do té vazhdojé té
ushtrojé efektin e vet toksik né eksplante dhe kjo mund té shkaktojé nekroza té thella;

- Pas sterilizmit sipérfagésor, materiali bimor mbahet né ujé té distiluar dhe té
sterilizuar né pjata Petri né fluks laminar pér té parandaluar tharjen e tij;

- Mé tej vijohet me procedurat pér inokulimin e eksplanteve né terrenet ushqyese
té parapérgatitura dhe té sterilizuara (shih: Protokolli 4.7);

5.5. Manipulimi i eksplanteve né mjedis aseptik

Si¢ éshté théné mé herét, rritja dhe zhvillimi i eksplanteve né kushte in vitro duhet
domosdoshmérisht té béhet né kushte aseptike. Té gjitha hallkat e njé platforme
eksperimentale qé pérfshijné teknikat in vitro, kérkojné realizimin e proceseve té punés
né mjedise sterile. Pér kété géllim, pérdoret fluksi laminar me rrezatim UV, por puna né
té duhet té jeté e kujdesshme dhe deyrimisht duhet té respektohen disa rregulla bazé.
Né vijim paraqitet protokolli (Protokolli 5.2) mbi rregullat e punés né fluksin laminar.
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Protokolli 5.2: Pérgatitja e fluksit laminar dhe praktika e punés né té

- Kryhet ajrosja dhe pastrimi i fluksit laminar me etanol 70% dhe mbahet pér 20
— 30 min. e ndezur llampa baktericide ultravjollcg;

- Pas sterilizimit té fluksit, vijohet me procedurat e transferimit apo té€ manipulimit
té materialit bimor, gjithmoné nén rrymat e ajrit steril gé kalon népérmijet filtrave
sterilizues HEPA,

- Né fluksin laminar punohet prané flakés sé llampés me alkool ose me gaz (Fig.
5.3). Enét e kulturés, terrenet ushqyese, instrumentet, letrat e filtrit, etj. duhet té jené té
sterilizuara;

- Duhet pasur kujdes gé nése mjetet nxirren jashté mjedisit steril, nuk mund té futen
mé brenda pa u sterilizuar;

- Veshja e rrobave té pastra té punés dhe mbatja e maskeés sterile;

- Mbahen flokét e gjata larg nga kulturat indore dhe nga sipérfagja e punés sé fluksit
laminar. Dicka e tillé &shté e nevojshme jo vetém sepse flokét mbajné mikroorganizma
té shumté qé mund té ndotin indet bimore apo terrenet ushqyese, por edhe sepse né
brendési té fluksit géndron e ndezur llampa e alkoolit gé¢ mund té shkaktojé flaké dhe
djegie;

- Mbahen duart gjithmoné brenda rrymés sé ajrit steril dhe larg nga kulturat.
Terrenet ushqyese duhet té pérdoren me kujdes dhe gjithmoné hapja e tyre duhet té
realizohet né brendési té fluksit, prané flakés sé Ilampés;

- Mbahen dhe pérdoren instrumentet sterile: pinceta, bisturi etj. gjithmoné né
brendési té ajrit steril. Kéto mjete duhet té sterilizohen né ményré té vazhdueshme né
sterilizatorin me rruaza gelqi, ose té digjen né flakén e llampés me alkool dhe té
zhyten vazhdimisht né etanol 70%;

Figura 5.3. Puna né fluksin laminar pér té ruajtur asepsiné (Laboratori i kulturave gelizore dhe
indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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KAPITULLI 6

Mikroshumimi / Rigjenerimi in vitro né terrene té
xhelifikuara

6.1. Domosdoshméria e mikroshumimit dhe aplikimet e tij
6.1.1. Réndésia dhe avantazhet e mikroshumimit

Bimét shumohen né dy ményra, me ané t€ shumimit vegjetativ, aseksual ose t&
klonimit dhe me ané té€ shumimit gjenerativ, seksual ose me faré. Té dy tipet e
shumimit mund t€ jené té pamundura né disa kushte té€ caktuara. Shumimi seksual jep
rezultate té pakénagshme ps.h. kur nuk formohen fara ose formohen shumé pak fara,
kur ato jané sterile, kur humbasin shpejt afté€siné mbirése, né rastin € biméve dioike
etj. Né kéto raste shumimi vegjetativ éshté shumé efektiv. Shumimi vegjetativ in vivo
me copa, shartim, rizome, bulbe, zhardhoké, stolone etj. luan rol t&¢ madh né bujqési,
por kéto metoda jané t€ ngadalshme, té véshtira, me kosto té larté dhe shpesh té
pamundura. Pas viteve 80-t¢ me zbulimin e faktit se bimét mund t&€ shumohen mé
shpejt in vitro sesa in vivo, mikroshumimi €shté futur né rutinén tregtare.

Mikroshumimi pérdoret gjerésisht, madje ka marré dhe pérmasa komerciale prej
shumé vitesh né mjaft vende té botés, pér shkak té avantazheve té shumta gé paraget.
Ky proces siguron sasi gjermoplazme shumé mé té madhe sesa shumimi in vivo pasi
eliminohet efekti i sezoneve dhe prodhohen bimé gjaté gjithé vitit si pasojé e kushteve
té optimizuara. Veg¢ késaj, mikroshumimi rezulton dhe me kosto t&€ ulét, gjé qé€ arrihet
nga kursimi né sipérfage pasi kultura in vitro kryhet n€ laboratore.

Mikroshumimi sot ka dalé né plan té paré né krahasim me shumimin in vivo pér arsye
té avantazheve t€ méposhtme:

. Prodhohen bimé identike me bimét méma né njé€ numér jashtézakonisht t€ madh;
. Shumimi in vitro ésht€ shumé mé i shpejté se ai in vivo;

. Mund té shumohen disa specie qé nuk shumohen in vivo;

. Rritja e bimé&ve in vitro éshté mé e fugishme pér shkak té juvenilitetit dhe

mungesés s€ patogjenéve;

. Lehtésohet transporti i bimézave “pa tok&” ndérmjet shteteve t&€ ndryshme
duke evituar karantinén;

. Mikroshumimi rezulton me kosto té ulét qé arrihet nga kursimi né sipérfage té
biméve méma dhe t€ veté kulturés in vitro q¢ kryhet né laboratore;

. Eliminohet efekti i sezoneve dhe prodhohen bimé gjaté gjithé vitit si pasojé e

kushteve t€ optimizuara (terrenet ushqyese dhe kushtet fizike);
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. Njé kultivar i ri komercializohet mé shpejt in vitro sesa in vivo;

. Mund té shumohen dhe bimé sterile nga ana seksuale si haploidét, mutantét
sterile, linjat mashkullore sterile pér prodhim hibridesh, si dhe bimét me kombinime
té veganta t€ kromozomeve g€ mund té humbin gjaté shumimit me faré dhe
kombinimeve t€ gjeneve specifike heterozigote;

Megjithaté né disa raste, klonimi in vitro paraget edhe disavantazhe:

. Né disa sisteme shumimi in vitro ku ndérhyn faza e kallusimit, stabiliteti
gjenetik éshté i dobét;

. Bimét e prodhuara in vitro mund té shfaqin efekte negative in vivo si psh.
kthim i ploté€ n€ fazén juvenile etj.

. Veganérisht pér speciet drurore, induktimi i rrénjézimit Eshté shumé i véshtiré;
. Transferimi i disa biméve né toké né disa raste paragitet me humbje té médha
pér shkak té mospérshtatjes efektive gjaté stadit té aklimatizimit;

. Neé disa raste izolimi steril éshté i véshtiré té realizohet;

Pérmasat mjaft t& médha qé ka marré mikroshumimi né nivel botéror, déshmojné pér
pérdorim mjaft efektiv té teknikave in vitro pér mikroshumim né shkallé té gjeré, nga
i cili rrjedhin edhe shumé pérfitime ekonomike.

6.1.2. Organogjeneza dhe roli i saj né mikroshumim

Organogjeneza éshté aftésia e indeve bimore pér t€ formuar organe de novo. Ky éshté
njé proces qé ka réndési té madhe praktike, pasi siguron bazat pér shumimin aseksual té
biméve nga inde somatiké jomeristematiké. Klonimi i gjenotipeve té déshiruara mund
t€ realizohet népérmjet organogjenezes in vivo ose asaj in vitro.

Né eksplante gé pérmbajné gendra meristematike vérehet formimi i organeve (sythe
apo rrénjé) drejtpérdrejté nga zhvillimi i kétyre meristemave. Ky proces mbéshtetet
nga faktorét e jashtém fiziko-kimiké té cilét jané té optimizuar pér kanalizimin drejt
njé procesi organogjenik té caktuar. Késhtu, nése duhet té formohen sythe anésoré,
nevojitet pérgendrim mé i larté i citokininave né terrenin ushqyes, ndérsa nése do té
nxitet formimi i rrénjéve, nevojitet pérgendrim mé i larté i auksinave. Formimi i
organeve népérmjet njé rruge té tillé njihet si organogjenezé direkte.

Por, organet e reja mund té formohen nga inde bimoré nése né kéta té fundit nuk
ekzistojné meristemat fillestare. Indet bimoré t€ kultivuar in vitro mund t€ formojné
primordiume té cilat mé pas mund té diferencohen né organe. Ky origjinim i ri i
organeve (sythe dhe rrénj€) quhet rritje adventive, ose organogjenezé adventive dhe
kéto quhen organe adventive. Njé ngjarje e tillé kérkon domosdoshmérisht
dediferencimin e gelizave té eksplantit té pérzgjedhur dhe ridiferencimin e tyre drejt
formimit té organeve qé kérkohen, ngjarje kéto gé nxiten nga shtesa té auksinave né
terrenin ushqyes. Zakonisht, ky proces zhvillimor pérfshin fazén e kallusogjenezés
dhe quhet organogjenez¢ indirekte.
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6.2. Stadet e mikroshumimit

Kulturat indore pérfagésojné sistemet eksperimentale mé madhore té pérdorura né
inxhinierin€ gjenetike t€ biméve, si dhe pér studimin e fazave té rritjes dhe zhvillimit
té organizuar népérmjet ekzaminimeve strukturore, fiziologjike, biokimike dhe
molekulare té proceseve té€ zhvillimit bimor. Mikroshumimi &shté béré pjesé e
réndésishme e shumimit tregtar t€ shumé biméve me interes ekonomik. Progresi i
shpejté i teknikave t&€ mikroshumimit i detyrohet pércaktimit konkret té 5 stadeve:

Stadi 0: Stad pérgatitor ku pércaktohet skeleti i platformés eksperimentale dhe
veganérisht pérzgjedhja e biméve méma;

Stadi I: Inokulimi / Stabilizimi i eksplanteve;

Stadi I1: Shumimi i bimézave me ané té subkulturave;
Stadi I11: Rrénjézimi (in vitro ose ex vitro);

Stadi IV: Aklimatizimi / ambientimi

6.2.1.  Stadi 0 ose pérgatitor

Ky stad pérfshin punén pér pérgatitjen e biméve méma pér marrjen e eksplantit né
pérputhje me géllimin e platformés eksperimentale (shih: Kapitulli 5).

Disa eksplante reagojné mé miré se té tjeré né kulturé dhe kjo varet nga shumé
faktoré. Sa mé juvenil, i fugishém dhe i shéndetshém té jeté njé eksplant ag mé e larté
éshté pérgjigja e tij né kulturé in vitro. Eksplantet mé té pérshtatshém pér kultivim in
vitro jané ato gé izolohen nga bimé té cilat jané furnizuar me sasité e pérshtatshme té
ushgimit mineral dhe té ujit gjaté rritjes in vivo, si dhe nése jané rritur né kushte
optimale té ndrigimit dhe té temperaturés.

Pérgjithésisht, Eshté mé véshtiré té induktohet rritje né struktura té vogla si geliza, grupe
qelizash dhe meristemash sesa nga pjesé gjetheje, kércelli, zhardhokésh, etj. Por,
pérmasa e eksplantit éshté né varési té stadit té kulturés. Teorikisht, edhe njé gelizé e
vetme ka potencial té japé bimén e ploté, por praktikisht, ajo qé gjithmoné mbahet né
vémendje kur pérpilohet njé platformé eksperimentale éshté ‘pérzgjedhja e eksplantit
gé jep produktin e déshiruar me koston mé minimale dhe né rrugén mé té thjeshté té
mundshme'.

Késhtu psh. nése géllimi éshté mikroshumimi pér shtim té shpejté né kulturé,
sigurisht gé edhe vetém gelizat apo protoplastet mund té japin bimét e plota, por kéto
géllim e pérmbush mé sé miri dhe shumé shpejt kultura e sutheve, té cilat jané
eksplante mé té organizuara dhe kané kérkesa té thjeshta né kulturé. Ndérsa nése
géllimi éshté psh. shéndetésimi, izolohen meristemat sepse kéto jané eksplantet e
vetme nga té cilat mund té fitohen bimé té shéndetshme.

Pérvec késaj, né kété stad pérpilohen té gjitha detajet gé kané té béjné me stadet
pasuese té platformés eksperimentale. Béhet njé parashikim i sakté i kohés sé marrjes
sé mostrave bimore, vendodhjet dhe sasité e tyre, ményra e kampionimit, paratrajtimet
ndryshme, protokollet né ¢do stad té mikroshumimit, etj.
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6.2.2.  Stadi I: Inokulimi / stabilizimi i eksplanteve

Objektivi 1 kétij stadi éshté vendosja e eksplantit té pérzgjedhur né kulturé duke
parandaluar ndotjen dhe duke siguruar njé mjedis t€ pérshtatshém, qé nxit prodhimin
e sytheve té shuméfishté. Né varési té eksplantit, formimi i sytheve té reja mund té
nisé:

- Népérmjet organogjenezes direkte nga sythe apikalé ose ané€soré, nga embrione
zigotiké, fara, et].

- Népérmjet organogjenezés indirekte nga kalluse ge zhvillohen si rrjedhojé e
dediferencimit té copézave / pjesézave indore.

Stadi | quhet ndryshe dhe Stadi i stabilizimit, pasi ky stad éshté vendimtar jo vetém
pérsa i pérket stabilizimit té kulturave aseptike, por gjithashtu dhe pér shmangien /
reduktimin e problematikave té lidhura me stresin oksidativ gé eksplantet shfagin né
kulturé.

Mé poshté paraqgitet protokolli i pérgjithshém (Protokolli 6.1) i inokulimit té
eksplanteve né terrene ushqyese, dhe protokollet specifiké (6.1.1 — 6.1.4) né varési té
lojit té eksplantit té pérzgjedhur pér mikroshumim.

Protokolli 6.1: Inokulimii eksplanteve sterile né terrenin ushgyes

- I gjithé procesi realizohet brenda fluksit laminar, i cili éshté pastruar dhe
sterilizuar paraprakisht (shih: Protokolli 5.2);

- Pérpara punés, bisturité dhe pincetat sterilizohen né sterilizator me rruaza gelqi,
ose duke i kaluar né flakén e Ilampés me alkool pér 25 - 30 sek.;

- Prané fluksit laminar merren dhe terrenet ushqyese té parapérgatitura sipas
formulimit té kérkuar né pérputhje me géllimin, té cilat jané edhe kéto té sterilizuara
(shih: Protokolli 4.5, 4.6);

- Paraprakisht éshté realizuar edhe procedura e sterilizimit té eksplanteve né
pérputhje me njé protokoll specifik né varési té llojit té eksplantit (shih: Protokolli
5.1);

- Priten / izolohen eksplantet e sterilizuara né madhésiné e déshiruar pa i démtuar
ato me ané té njé bisturie sterile. Kjo proceduré kryhet né fluksin laminar né letra
filtri sterile ose né njé pjaté Petri sterile;

- Béhet inokulimi i tyre né terrenin ushqyes duke zhytur bazén e sythit apo
embrionit zigotik, ose duke mbéshtetur horizontalisht pjesézén indore brenda
minimumit té kohés né terrenin ushgyes né ményré qé té parandalohet tharja;

- Gjaté inokulimit, ena e kulturés mbahet sa mé horizontalisht me géllim
reduktimin e infeksioneve;

- Né rastet e izolimit té eksplanteve me madhési té kufizuar, si¢ jané p.sh.
meristemat, pérdoret stereomikroskopi me zmadhim 40x;
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- Duhet shmangur me ¢do kusht prekja me doré e eksplanteve, pasi né té kundért
kulturat bimore do té infektohen;

. Kultura e sytheve

Sythet anésoré dhe ata té majés pérdoren gjerésisht si eksplante fillestare né
mikroshumim, sepse ato kryesisht zhvillohen sipas organogjenezés direkte. Sidoqofté,
rrallé heré ndodh gé né bazén e sythit té formohet edhe kallus, i cili menjéheré duhet
té ndahet nga pjesa tjetér e eksplantit. Sythet zhvillohen nga ndarje t&€ shumé
qelizave, pra kané origjin€ shuméqelizore. Qendrat e ndarjeve gelizore né eksplante t&
ndryshme ndodhen né€ zona t&€ ndryshme. N¢€ disa raste mund t€ jené thell¢ n€ brendési
té eksplantit ose mé né sipérfaqe.

Organogjeneza e sythit mundéson origjinimin e meristemave nga geliza somatike dhe
jo nga geliza embriogjenike si¢ ndodh ghaté embriogjenezEs. Formimi isytheve in
vitro €shté njé proces qé kalon né disa faza si vijon: pérgjigje e gelizave somatike né
hormonin bimor, ndarja gelizore e gelizave qé pérgjigjen, fillimi dhe zhvillimi i
sytheve té reja nga gelizat q€ pérgjigjen. Citokinina éshté njé ndér RRB mé efikasg€, né
kombinim me auksinat, pér induktimin e organogjenezés sé sytheve. Megenése sythet
jané struktura té organizuara dhe, géllimi, kryesisht, éshté rigjenerim i shpejt i
bimézave, pérdoret njé raport hormonal né favor té citokininave me géllim frenimin e
dominancés apikale dhe zhvillimin e sytheve anésoré té shuméfishté.

Protokolli 6.1.1: Kultura e sytheve té majés dhe anésoré

- Pérgjithésisht izolimi i eksplanteve té tilla béhet né periudhén Mars — Prill kur
sythet fillojné té dalin nga gjendja e getésisé. Merren sythe nga specie e pérzgjedhura
né studim p.sh. Malus sp., Pyrus sp., Prunus sp., Punica sp., Origanum sp., Salvia
sp., etj.;

- Seleksionohen eksplantet nga bimé juvenile pér shkak té potencialit t& larté
rigjenerues gé ato kané dhe stabilizimit mé té lehté té kushteve té asepsisg;

- Nése gjykohet si e domosdoshme, eksplantet mund té paratrajtohen me tretésiré
antioksidantésh pér té minimizuar problematikat e lidhura me stresin oksidativ. Ato
mund té paratrajtohen edhe me GA3; ose KNOj3 pér té ndihmuar daljen nga gjendja e
fjetjes (shih: Seksioni 5.2);

- Né fluksin laminar, né pjata Petri sterile priten sythet nga eksplantet e
sterilizuara, secili me madhési rreth 2 cm duke hequr gjethet e tepérta, dhe inokulohen
né ené kulture me terren ushqyes duke zhytur pjesén bazale t€ eksplantit disa mm né
terrenin ushqyes;

- Terreni ushqyes bazé i pérzgjedhur &sht€ i pasuruar me vitamina, komponenté
organiké dhe fitohormone apo rregullatoré rritjeje né pérqéndrime té€ tilla, specifike
pér ¢do specie né studim;

- Optimizohet eksperimentalisht raporti auksiné : citokininé né favor té
citokininave pasi sythet e majés dhe ato anésoré jané struktura té organizuara dhe
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zhvillohen népérmjet organogjenezés direkte. Ky raport favorizon zhvillimin e
sytheve anésoré. Pérgendrimi i secilit fitohormon / RRB né kombinimin
auksiné/citokining, varet nga specia bimore né studim;

- Né kété stad, mund té testohet efekti i protokolleve té ndryshme té sterilizimit,
té paratrajtimit, té terreneve bazé té pérzgjedhur, té raportit dhe/ ose kombinimit
hormonal, burimit t& karbonit, etj. né ményré gé té gjendet protokolli mé efektiv pér
mikroshumimin e species sé pérzgjedhur;

- Eksplantet kultivohen pér rreth 4 javé né dhomén vegjetative né temperaturé 23 +
2°C né njé fotoperiodé 16/24 org;

- Gjaté késaj kohe bimézat monitorohen né ményré té vazhdueshme pér shenja té
infeksionit dhe té stresit oksidativ. Né rast se shfaget infeksion, ato ené kulture
eleminohen, ndérsa nése shfaget stres oksidativ qé shogérohet me zverdhje terreni
ushqyes, béhet ndérrimi i menjéhershém i terrenit ushqyes;

- Né meényré té vazhdueshme realizohen matje, vrojtime dhe fotografi gé do té
shérbejné pér paragitjen e rezultateve, interpretimin e tyre dhe krahasimet midis trajtimeve
té ndryshme pér té evidentuar protokollin optimal gé mundéson arritjen e koeficientit mé
té larté té rigjenerimit né kété stad;

el

Figura 6.1. Stadi i inokulimit / stabilizimit té sytheve pér specie bimore t& ndryshme a) Pyrus
amygdaliformis Vill. b) Zizyphus jujuba Mill. ¢) Ocimum basilicum L d) Pyrus communis L
(Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

° Kultura e farave

Pér ruajtjen e biodiversitetit, vecanérisht pér speciet e rrezikuara, duhet té hetohet dhe
mbirja e farés. Né Departamentin e Bioteknologjisé, FSHN, UT éshté punuar ndér vite
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me specie endemike dhe té rrezikuara pér zhdukje, ku pérdorimi i farave si
eksplante fillestare ka rezultuar metodé mjaft efektive né shumicén e rasteve, pér
shkak té avantazheve gé ato paragesin né manipulimet praktike. Farat konsiderohen
eksplante efektive gé proliferojné relativisht lehté né kulturé. Sigurisht, kjo varet nga
koha e izolimit, kushtet e ruajtjes né laborator dhe ruatja e fugisé mbirése té tyre.
Zakonisht, kultura e farave pérdoret né rastin kur éshté e pamundur té izolohet
embrioni zigotik, pér shkak té pérmasave shumé té vogla.

Faza mé e réndésishme gjaté kultivimit in vitro éshté arritja e njé fugie mbirése
optimale, e cila éshté specifike né varési té gjenotipit, por sigurisht dhe té faktoréve té
jashtém fiziko-kimiké gjaté ditéve té kulturés.

Kur farat inokulohen né terren ushqyes, ato fillojné té pérthithin pérbérésit e tij,
embrioni zigotik brenda saj fillon té proliferojé dhe fara mbin. Megé embrionet
zigotiké jané struktura bipolare, vérehet organogjenezé e sythit t¢ majés dhe
organogjenezé e rrénjés. Né disa raste mund té ndodhé gé té proliferojné dhe
strukturat rrethuese té farés. Né kété rast, sapo vérehet ky proces, ato duhet té
shképuten nga pjesa tjetér e eksplantit.

Pér té nxitur njé frekuencé sa mé té larté té mbirjes sé farave, zakonisht kéto
paratrajtonen me GAg3, pérgendrimi i té cilit dhe kohézgjatja e trajtimit varet nga
specia bimore. Né varési té species bimore, mund té nevojitet njé inkubim né errésiré
né ditét e para té kulturés, ose ekspozim né ndrigim té vazhdueshém pér njé periudhé
2 — 3 javore.

Protokolli 6.1.2: Kultura e farave

- Si material fillestar pérdoren fara nga specie bimore té pérzgjedhura pér
platformén eksperimentale. Farat né kapsula ruhen né vende té thata dhe té
freskéta;

- Béhet shkogja e kapsulés dhe materiali kalohet né sité, megenése farat jané
tepér té iméta;

- Farat e fituara pas sitjes mund t’i nénshtrohen edhe njé procedure paratrajtimi me
tretésiré GAz; ose KNOg, ose njé kombinim i kétyre dy pérbérésve, né ményré gé
té rritet fugia mbirése e tyre;

- Mé tej farat kalohen né provéza té sterilizuara dhe té mbyllura, ku, fillimisht,
dezinfektohen me etanol 70% pér 3 min., duke u tundur vazhdimisht pér
dezinfektim homogjen. Shpélarja e farave kryhet 3 heré me ujé té distiluar dhe té
sterilizuar;

- Pas késaj procedure, farat dezinfektohen me tretésiré 5.20% hipoklorit natriumi pér
15 min. ose biklorur mérkuri HgCl, 0.01% pér 5 min. Pérséri shpélahen 3 heré me
ujé té distiluar dhe té sterilizuar;

- Pas sterilizimit, farat inokulohen né terrenet ushqyese té pérgatitura sipas
specifikave té species bimore né studim. Procesi i inokulimit mund té béhet
67



népérmjet njé spatule ose anse sterile pér farat e iméta, ose népérmjet njé pincete
sterile pér farat pak mé té médha;

- Meqggé farat jané struktura té organizuara optimizohet raporti auksiné : citokininé né
favor té citokininave pasi kéto eksplante zhvillohen népérmjet organogjenezés
direkte. Pérgendrimi i secilit fitohormon / RRB né kombinimin auksiné/citokininé,
varet nga specia bimore né studim;

- Pér shumé specie bimore, nevojitet njé inkubim né errésirg, né temperaturé 25°C
né ményré gé té nxitet mbirja e tyre. Kjo sigurisht varet edhe nga koha e izolimit té
farave. Né raste té tjera, mund té nevojitet mbajtje né ndricim té vazhduar. Né
lidhje me kété faktor themelor fizik, si¢ éshté ndri¢imi, raportimet né literaturé pér
fara té izoluara nga specie té ndryshme bimore, jané té ndryshme;

- Vézhgohet mbirja e farave pér té pércaktuar datén e fillimit t¢ mbirjes si dhe
dinamikén e mbirjes sé farave (Fig. 6.2). Né rast se shfaqget infeksion, ato ené kulture
eleminohen;

Figura 6.2. Biméza nga fara té€ mbira né kushte in vitro a) Ramonda serbica Panci¢ b) Alyssum
murale Waldst. & Kit. ) Sideritis raeseri Boiss & Heldr (Laboratori i kulturave gelizore dhe
indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

. Kultura e embrioneve zigotiké

Kultura e embrioneve zigotiké ka si objekt izolimin steril dhe rritjen e embrioneve
mature dhe imature in vitro pér té fituar bimé té fugishme, si dhe pér té ndjekur
zhvillimin dhe mé tej mbirjen e tyre.

Pér géllime té mikroshumimit zgjidhen embrionet mature pasi ata kané potencial té
larté rigjenerimi né kulturé, madje edhe né terren ushqyes pa shtesa hormonale. Kjo
metodé éshté e vlefshme, sepse embrionet kané Kkarakteristika juvenile dhe,
rrjedhimisht, potencial té larté rigjenerimi.

Né rastet e humbjes sé fugisé mbirése té farave né faza té métejshme té zhvillimit, si dhe
vecanérisht né rastet e papajtueshmérisé zigotike, domosdoshmérisht duhet té
pérzgjidhet njé embrion imatur si eksplant fillestar. Optimizohen kushtet e kulturés né
njé ményré té tillé, gé ky embrion zigotik imatur té arrijé té zhvillohet duke dhéné
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bimén e ploté. Kjo tekniké njihet gjerésisht me termin ’shpétim i embrionit” dhe gjen
aplikime t& médha praktike.

Aspekti mé i réndésishém pér kulturén embrionale éshté pérzgjedhja e njé terreni
ushgyes qgé plotéson nevojat e embrioneve té izoluara pér rritje efektive. Né
pérgjithési, embrionet imature kané kérkesa ushgyese mé komplekse, ndérsa
embrionet e maturuara mund té rriten né terrene ushqyese té thjeshta duke dhéné njé
shkallé té kénagshme proliferimi né kulturé. Madje parakusht pér embrionet imature
éshté kultivimi né terrene ushqyese gé sigurojné vlera té tilla té potencialit osmotik
pér té mundésuar maturimin e tyre dhe shmangien e mbirjes sé parakohshme né
kulturé. Kjo arrihet duke shtuar pérgendrimin e sakarozés né terrenin ushqyes, ose
I&ndé té tjera si manitoli, sorbitoli, polietilen glikoli, etj.

Protokolli 6.1.3: Kultura e embrioneve zigotiké (mature dhe imature)

- Si eksplante fillestare mund té pérdoren embrione mature ose immature té
specieve bimore té ndryshme. Para sterilizimit, farat lihen 12- 24 oré né ujé té
rrjedhshém qé té fryhen embrionet, gjé gé lehtéson izolimin e tyre;

- NEé rastin e specieve bérthamore, pérgjithésisht realizohet sterilizim i dyfishté:
Sterilizimi i paré realizohet para zhveshjes sé mbulesés sé farés me HgCl, 0,01% pér
20 min. dhe shpélahen me ujé steril. Pas kétij stadi higen mbulesat e jashtme té farés
duke pérdorur njé pinceté; Sterilizimi i dyté realizohet pas zhveshjes sé mbulesés sé
farés duke pérdorur HgCl, 0,01% pér 20 min. Eksplantet shpélahen tre heré me ujé té
distiluar dhe té sterilizuar;

- Né shumé raste, embrionet e izoluara, para sterilizmit té tyre, i nénshtrohen
protokolleve té paratrajtimeve, jo vetém pér té shmangur shfagjen e stresit oksidativ,
por edhe pér té rritur fuginé proliferuese té tyre né kulturg;

- Né varési té pérmasés, embrionet mund té izolohen me sy té liré ose me
stereomikroskop (Fig. 6.3) dhe vetém 1/3 e eksplantit zhytet né terrenin ushqyes;

- Pérsa i pérket pérmbajtjes hormonale, embrionet e izoluar, si struktura té
organizuara gé zhvillohen népérmjet organigjenezés direkte, mund té inokulohen né
terrene pa formone / RRB, ose né terrene ku raporti auksiné : citokininé éshté né favor
té citokininave. Pérgjithésisht, preferohet njé terren ushyes me pérmbajtje hormonesh, pér
té pérshpejtuar proliferimin e embrioneve zigotiké né kulturé;

- Kulturat inkubohen né temperaturé rreth 25°C, né fotoperiodé 16/24 oré ose né
errésiré té ploté, né varési té species bimore. Nése inkubohen né errésiré, proceduré
kjo gé realizohet pér shkak té stresit oksidativ né eksplante, sapo fillon té duket
gjethja e paré, kulturat kalohen né fotoperiodé 16/24 oré;

- Né rast se vérehen shenja té stresit oksidativ, ngjarje gé shogérohet me zverdhje
/ nxirje té terrenit ushqyes dhe té eksplanteve, duhet té realizohet menjéheré
transferim né terren té freskét;

- Njé pjesé e bimézave rrénjézojné né stadin e paré té kultivimit in vitro. Né
stadin pasardhés, até té subkulturés, transferohen vetém sythet.
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Figura 6.3. I1zolimi i embrioneve nga specie té ndryshme bimore dhe inokulimi i tyre né terrene
ushqyese a) Punica granatum L b) Juglans regia L ¢) Prunus webbii (Spach) Viehr (Laboratori i
kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

° Kultura e indeve gjethoré apo kércelloré

Qelizat bimore té diferencuara nuk e humbasin aftésiné e tyre pér t’u dediferencuar dhe
pér té rimarré cilési té reja. Dediferencimi éshté njé aspekt i plasticitetit gelizor qé
mundéson rimarrjen e gjendjes pluripotente, duke mundésuar ridiferencimin né njé
drejtim tjetér.

Bimét, né pérgjigje té streseve té tilla si démtimi apo patogjenét, formojné njé
masé qelizash t€ paorganizuar t€ quajtur kallus ose tumor. Fjala ‘kallus’ origjinohet
nga fjala latine ‘callum’, gé do té thoté ‘i forté’, dhe né mjekési i referohet
trashjes sé indeve dermalé. Kallusi, né kohét mé té hershme té biologjisé bimore, i
referohej rritjes masive té gelizave dhe grumbullimit té kallozit pas démtimit mekanik
té biméve. N¢E kohét e sotme, fjala ‘kallus’ merr njé kuptim mé té gjeré.

Protokolli 6.1.4: Kultura e indeve / kallusit

- Si eksplante fillestare, pérzgjidhen copa gjethesh ose kércelli, té cilat merren nga
specie bimore té ndryshme (Aster sp., Actinidia sp., etj.);

- Eksplantet e pérzgjedhura sterilizohen duke ndjekur njé protokoll specifik
sterilizimi té tyre, né varési té eksplantit, species bimore, sezonit té izolimit, etj. Kjo
proceduré realizohet né fluksin laminar;

- Né rastin kur pérzgjidhen copat e gjetheve si eksplante fillestare, pas
sterilizimit té tyre, né ¢do gjethe, largohen skajet e indit gjethor. Né varési té madhésisé
fillestare té llapés sé gjethes, priten copéza té vogla drejtkéndéshe. Rekomandohet qé
né kéto copéza gjethore té mos pérfshihen nervurat e gjethes. Madhésia e secilit
eksplant varion 5-10 x 3-5 mm;

- Né rastin kur pérzgjidhen copat nga kércelli si eksplante fillestare, pas
sterilizimit té tyre, bishtat priten pér sé gjati né madhési 7 — 10 mm;

- Eksplantet e fituara inokulohen me shpejtési né terren ushqyes ku copat e
gjetheve vendosen té shtrira né kontakt me terrenin ushqyes, ndérsa bishtat e kércejve

70




vendosen té shtrira nga ana e pjesés sé prerg;

- Nése eksplantet 1éshojné né ditét e para né terrenin ushqyes Iéndé né ngjyré té
verdhé dhe té murrme si pasojé e stresit oksidativ, ato kalohen shumé shpejt né
terrene té freskéta ushqyese. Ky veprim pérséritet deri sa té mos shfagen njolla té tilla
ne terren;

Terreni ushqgyes pér induktimin e kallusogjenezés

- Pér induktimin e kallusogjenezés, rekomandohet gé terreni ushqyes té keté njé
raport auksiné : citokininé pothuajse té barabarté, ose lehtésisht né favor té auksinave
pér speciet dikotiledone. Pér speciet monokotiledone, rekomandohet gé pérgendrimi i
auksinave té jeté shumé mé i larté né krahasim me até té citokininave, pér shkak se
auksinat jané pérgjegjése pér riprogramimin gelizor dhe dediferencimin;

- Pér cdo trajtim duhet té vendosen minimalisht 20 ené kulture. Kéto duhet té
etiketohen me llojin e bimés, terrenin ushqyes, datén e ngritjes sé eksperimentit dhe té
dhéna té tjera té réndésishme;

- Gjaté kétij stadi vézhgohet fillimi i kallusimit si fryrja e eksplanteve deri né
kallusimin e ploté né sipérfage té eksplantit. Duhet té realizohen vrojtime té
shpeshta, matje, fotografime, etj. pér fazat e ndyshme té kallusogjenezés;

Terreni ushqyes pér formimin e meristemoideve dhe diferencimit té sytheve

- Pasi formohet, kallusi (Fig. 6.4 a) transferohet mé tej né terren ushqyes pér té
stimuluar formimin e meristemoideve dhe organeve té reja. Duke gené se géllimi
éshté diferencimi i sytheve adventivé, né kété stad terreni ushqyes duhet té keté
pérmbajtje hormonale lehtésisht né favor té citokininave, ose dhe mé té larté. Kjo
béhet pér faktin se citokininat jané pérgjegjés pér diferencimin e sytheve anésore, njé
antagonizém Ky i klasave hormonale citokininé : auksing;

- Pas pak javésh, nga meristemoidet, vézhgohet njé numér i madh sythesh té
reja té zhvilluara miré dhe me gjethe karakteristike né varési té species bimore (Fig.
6.4b);

- Sythet e reja té pérftuara dhe gé rriten né sipérfaqe t€ kallusit, jané gati pér t'u
kaluar né stadin e subkulturés;

6.2.3. Stadi II: Shumimi i bimézave me ané té subkulturave

Funksioni i kétj stadi éshté shtimi i numrit t€¢ bimézave t€ prodhuara. Pér kété stad
pérdoren t€ njéjtat kushte fizike si pér Stadin I. Kujdes i vecanté duhet pasur né
zgjedhjen e pérgéndrimeve té€ rregullatoréve té rritjes. Zakonisht nevojitet njé
pérgéndrim 1 larté i citokininave n€ krahasim me auksinat né ményré g€ t€ stimulohet
formimi 1 nj& numri t€ madh sythesh anésoré.

N¢ kété stad ¢do eksplant jep njé numér té¢ madh sythesh anésoré gjaté subkulturave né
terren shumimi me pérmbajtje té larté t€ citokininave. Sythet e reja ndahen dhe
kultivohen né terrene té freskéta ushqyese. Subkulturat realizohen ¢do 2 — 8 javé né
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varési t€ specieve bimore.

Mé poshté paragitet protokolli i stadit té subkulturés (Protokolli 6.2). Vlen té
theksohet qé, pavarésisht se cili &shté lloji i eksplantit i pérdorur né Stadin e paré té
mikroshumimit (Stadi i inokulimit / stabilizimit té eksplanteve), né stadin e
subkulturés transferohen vetém sythet té pérftuara nga stadi pararendés. Nése né
bazén e eksplantit ka formim kallusi, ky i fundit duhet té higet para inokulimit né
terrenin ushqyes té freskét né ményré gé té ruhet stabiliteti gjenetik i bimézave né
kulturé.

Pérmbajtja hormonale duhet té mbéshtesé zhvillimin e sytheve anésoré té
shuméfishté. Pér Kkété, terrenet ushqyese né kété fazé duhet té pérmbajné sasi té
larté citokininash. Tipi i citokininés dhe pérgendrimi i saj éshté né varési té gjenotipit,
dhe pikérisht optimizimi i terrenit ushqyes né kété drejtim, pérbén sfidén themelore té
kétij stadi. Gjithmoné rekomandohet shogérimi me njé auksiné (raport hormonal né
favor té citokininave), pér té mbéshtetur zhvillimin e sytheve anésoré té shumté, né
pérputhje kjo me ndérveprimin antagonist ndérmjet kétyre dy klasave hormonale.
. -

Figura 6.4. Induktimi i kallusogjenezés né copat e gjetheve té Aster albanicus Degen. a) Formimi
i kallusit b) Diferencimi i sytheve nga kallusi (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Protokolli6.2: Shtiminémaséibimézavenépérmjetsubkulturave

- Nxirren bimézat nga enét e kulturés dhe vendosen né pjaté Petri brenda mjedisit
steril té fluksit laminar. Bimézat né enét e kulturés jané sterile, prandaj né kété stad
nuk nevojitet sterilizimi i tyre;

- Me ndihmén e pincetés dhe bisturis€é ndahen sythet anésoré t€ formuar dhe
vendosen né terrenin ushqyes me pérmbajtje specifike pér subkulturén. Nése eksplantet
paragesin pjesé nekrotike apo kallus té formuar, kéto duhet té higen para transferimit
té tyre né terrenin e subkulturés;

- Zakonisht terreni ushqyes pér subkulturén éshté terren i thjeshté né pérmbajtje.
Kjo vjen pér faktin se sythet gé transferohen né subkulturé jané pérshtatur me kushtet
e rritjes in vitro, dhe ato, si struktura té organizuara, proliferojné mé sé miri me pak
shtesa té jashtme;
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- Raporti auksiné : citokininé né subkulturé éshté gjithmoné né favor té
citokininave, kryesisht 1 : 10 — 1 : 100, pasi ato jané pérgjegjése pér formimin e sytheve
anésoré té shumté, gé éshté dhe géllimi i mikroshumimit;

- Ndonjéheré ndodh qé gjaté stadit té€ subkulturés té formohet edhe kallus né
bazén e sytheve, ose té shfagen pjesé nekrotike. Kéto domosdoshmérisht duhet té higen
gjaté transferimit té sytheve pér shtim té métejshém né subkulturén pasardhése;

- Realizohen disa subkultura deri sa té fitohet njé¢ numér i madh bimézash.
Rekomandohet gé numri i subkulturave té mos jeté mé shumé se 4 — 5, pasi ekziston
rreziku gé sythet té kthehen né juvenilé té pérhershém;

- Enét e kulturés etiketohen pérséri me emrin e species, datén e kalimit né
terrenin e freskét, llojin e trajtimit, etj.

- Té gjitha kulturat kalohen né dhomén e kultivimit in vitro né temperaturé 23°C
+ 2°C né regjim ndrigimi 16/24 oré me tuba fluoreshente me drité té ftohté té bardhé
me intensitet 43.4 pmol m?s™.

- Né fund té c¢do subkulture kryhen matje morfo-biometrike dhe vrojtime té
shumta pér té njohur dhe analizuar dinamikén e zhvillimit té bimézave té reja. Duke
patur parasysh numrin fillestar té bimézave qé i nénshtrohen subkulturés dhe até té
fituar pas mikroshumimit, njehsohet koeficienti i mikroshumimit pér bimézat e
formuara;

- Pas pérftimit té njé numri konsiderueshém bimézash gjaté subkulturés (Fig.
6.5), ato transferohen né stadin pasardhés gé éshté ai i rrénjézimit. Vlen té theksohet,
gé ndonjéheré, vérehet rrénjézim spontan i bimézave gjaté stadit té subkulturés,
veganérisht né specie aromatiko-mjekésore. Né kété rast, bimé té tilla kalojné né
stadin e aklimatizimit;

6.2.4.  Stadi lll: Rrénjézimi

Rrallé ndodh qé€ bisget e mikroshumuar t€ rrénjézojné spontanisht gjaté subkulturave.
Pér kété arsye, €shté e nevojshme g€ bisqet e mikroshumuar qé nuk shfaqin
rizogjenezé spontane, t’i nénshtrohen Stadit té rrénjézimit, i cili &shté i nevojshém pér
zhvillimin e sistemit rrénjor. Stadi i rrénjézimit pérgatit bimézat pér kalimin né kushte
ex Vvitro né njé mjedis me kushte t€ kontrolluara, né serré apo né ndonjé mjedis tjetér
té pérshtatshém.

Seleksionimi i mikrocopave né njé stad t€ pérshtatshém zhvillimi si dhe ekspozimné njé
mjedis in vitro qé siguron zhvillimin e ngjarjeve t&€ métejshme, mundéson formimin e
njé€ sistemi rrénjor funksional me origjin€ adventive. Ky stad mund t€ pérfshijé jo
vetém zgjatjen e rrénjéve, por edhe fillimin e procedurave pér ambientimin € biméve
né kushte t& caktuara lagéshtie dhe temperature né ményré qé té rritet potenciali
rigjenerues gjaté aklimatizimit té tyre.

Prodhimi i rrénjéve t€ reja mund té realizohet né kushte in vitro ose ex vitro né prani
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té pérgendrimeve té larta té auksinave, t€ cilat nxisin két€ proces, efekt antagonist ky
me citokininat pérsa i takon rizogjenezés. Edhe né kété stad, sfidé mbetet gjetja e
tipit dhe pérgendrimit optimal té auksinés gé indukton me efektivitet rizogjenezén pér
njé gjenotip té caktuar. Avantazhi kryesor i rrénjézimit ex vitro né krahasim me até in
vitro, éshté se gjaté transferimit né toké rrénjét démtohen mé pak. Gjithashtu,
pérqindja e prodhimit t€ rrénjéve dhe cilésia e tyre shpesh ésht€¢ mé e lart€ kur
rrénjézimi realizohet ex vitro.

g S d

Figura 6.5. Stadi i subkulturés a) Biméza té Mentha piperita L b) Biméza t&€ Ocimum basilicum L.
¢) Biméza té Punica granatum L d) Biméza té Myrtus communis L (Laboratori i kulturave gelizore
dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Protokolli 6.3: Rrénjézimiibimézave

- Nxirren bimézat nga enét e kulturés dhe vendosen né pjaté Petri né kushte
aseptike. Terreni ushqyes, i parapérgatitur dhe i sterilizuar, duhet t€ pérmbajé
pérgendrime t€ larta té njérés prej auksinave (AIB, ANA, AIA, etj.), fitohormone
pérgjegjése pér induktimin e rrénjézimit (Fig. 6.6 a, b);

- Né shumé raste, pérveg shtesés sé auksinave, errésohet terreni ushqyes duke
shtuar Fe-sekuestren si formé e kelatimit té hekurit, i cili i jep terrenit ngjyré té kuge té
errét (Fig. 6.7 ¢). Metodé tjetér e errésimit té terrenit ushqyes éshté dhe pérdorimi i
karbonit aktiv né pérgendrimin 1 — 10 g I (Fig. 6.7 d). Né shumé raste mund té
inkubohen kulturat né errésiré gjaté ditéve té para té kétij stadi. Eshté me réndési té
realizohet té paktén njéri prej kétyre aplikimeve pasi errésira stimulon sintezén e
auksinave nga veté eksplantet, té cilat mbéshtesin rrénjézimin;
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- Pér cdo trajtim duhet t& vendosen minimalisht 20 ené kulture. Kéto duhet té
etiketohen me llojin e bimés, terrenin ushqyes, datén e ngritjes sé eksperimentit dhe té
dhéna té tjera té réndésishme;

- Té gjitha kulturat kalohen né dhomén e kultivimit in vitro né temperaturé 23°C

+ 2°C né regjim ndrigcimi 16/24 oré me tuba fluoreshente me drité té ftohté té bardhé
me intensitet 43.4 pmol m™? s (né rastet kur protokolli i aplikuar nuk parashikon
inkubim né errésiré);

- Pérgjigja e rrénjézimit vlerésohet pas 4 — 5 javésh Kkultivim. Né ményré té
vazhdueshme duhet té realizohen vrojtime, matje dhe fotografi pér té kuptuar dhe
analizuar dinamikén e procesit té rrénjézimit;

Figura 6.6. Stadi i rrénjézimit: a) Rrénjézimi i bimézave té Prunus sp. b) Rrénjézimi i bimézave té
Punica granatum L c) Kultivimi i bimézave té Malus sp. né terren me karbon aktiv dhe pérmbajtje
auksinash d) Kultivimi i bimézave té Aster sp. né terren me Fe-sekuestren dhe pérmbajtje
auksinash (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

6.2.5. Stadi IV: Aklimatizimi / ambientimi

Bimézat duhet t’i nénshtrohen aklimatizimit né kushte in vivo. Ky éshté njé stad mjaft
i réndésishém dhe 1 véshtiré pasi, nése nuk realizohet si¢ duhet, mund t€ shkaktohen
humbje t€ médha né materialin bimor t€ mikroshumuar. Problemet themelore qé
véshtirésojné efikasitetin e kétij stadi jané:

- Lagéshtira e madhe né enét e kulturés;
- Intensiteti i ulét i ndricimit gjaté rritjes in vitro;

- Meényra heterotrofe e t€ ushqyerit né kulturg;
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- Anatomia e gjetheve, kércellit dhe rrénjéve né bimézat e mikroshumuara;

Transferimi né toké i bimézave té prodhuara in vitro shpesh éshté tepér i véshtiré dhe
karakterizohet nga pérqindje t€ ulta t€ mbijetes€s. Njé ndér shkaqget qé€ shkakton
humbje t& médha né aklimatizim, éshté stresi ujor. Ky stres rezulton nga transpirimi
intensiv i bimézave t€ fituara nga kultura in vitro kur kéto dalin né kushte ex vitro.
Duke gené se rriten né mikromjedise, brenda enéve té kulturés lagéshtira ajrore éshté
shumé e larté, dhe, rrjedhimisht, shumé struktura si psh. gojézat, kutikula, etj., kané
njé formim morfo-anatomik qé& i pérshtatet kétyre kushteve. Duke reduktuar
lagéshtirén relative né enét e kulturés né€ vlerén 35% mund té formohen bimé me
kutikulé normale dhe shtres€ dyllore té strukturuar mir€. Lagéshtira relative mund té
ulet duke pérdorur 1€nd€ desikante (tharése) t€ cilat shtohen né terrenin ushqyes, si
psh. PEG (polietilen glikol).

Gjaté procesit té aklimatizimit, bimét e transferuara né kushte ex vitro i nénshtrohen
ndryshimeve graduale té anatomisé dhe morfologjisé sé gjetheve. Gjithashtu edhe
gojézat fillojné t€ hapen e mbyllen né ményré periodike. Bimézat gjithashtu formojné
njé€ shtresé dyllore epikutikulare n€ sipérfage t€ gjetheve.

Gjaté aklimatizimit, bimézat mbillen né vazo té mbushura me materiale té tilla si dhé,
torfé e perlit. Né kéto kushte, sistemi rrénjor do té pérshtatet e fugizohet, dhe kjo
siguron ambientim efektiv té bimézave né té tilla kushte. Duhet theksuar se né kété
faz€ mund t€ kryhet dhe rrénjézim, qé pér disa specie bimore, &shté mé efektiv se
rrénjézimi in vitro. Duke gené se rrénjét e bimézave té formuara in vitro jané mjaft
delikate, ndodh qé ato té démtohen gjaté mbjelljes né toké ose té mos pérshtaten me
kushtet e aklimatizimit né vazo me dhé. Pér kété arsye, si sistem alternativ ka filluar
té pérdoret edhe hidroponika / kultura ujore.

Protokolli 6.4: Aklimatizimi né vazo me dhé, torfé dhe perlit

- Ky stad i mikroshumimit nuk realizohet né kushte aseptike, por rekomandohet qé
mjedisi ku realizohet puna té jeté né kushte té pélqyeshme higjieno-sanitare;

- Nxirren bimézat nga terrenet ushqyese dhe shpélahen me ujé té distiluar dhe té
sterilizuar qé té eleminohen mbetjet e agarit dhe pérbérésve té tjeré té terrenit;

- Kujdes i veganté duhet treguar me démtimet mekanike gé mund té ndodhin né
pjesé té ndryshme té biméve dhe vecanérisht né rrénjg;

- Mjedisi ku mbillen bimézat e rrénjézuara éshté i réndésishém pér mbijetesé. Ai
duhet té jeté poroz pér té lehtésuar drenazhimin dhe ajrimin. Substrati pérbéhet nga
dhe, torfé dhe perlit né raport 2:1:1;

- ME tej, pas ujitjes sé miré, enét e mbjella mbahen pér rreth 4 javé né kushte té
“mjegullimit” artificial duke u mbuluar me gota kimike apo kémbana qgelqi me
pérmasé té pérshtatshme né ményré gé té krijohet njé mikromjedis (Fig. 6.7 a), ose me
gese plasmasi transparente (Fig. 6.8 b). Kéto kushte jané té nevojshme pér té siguruar
lagéshti relative ajrore té larté né temperaturé 22°C. Kjo proceduré éshté e nevojshme

76



pér stabilizimin ¢ bimézave, té cilat né enét ekulturés in vitro jané rritur né kushtet e
lagéshtirés sé larté;

- Gjaté aklimatizimit, enét lihen pér 4 javé né hijézim 80 - 90%, pér té imituar deri
diku kushtet e rritjes in vitro. Hijézimi redukton transpirimin, nga ana tjetér ndricimi i
larté mund té shkatérrojé Klorofilin nga fotooksidimi. Zakonisht inkubimi gjaté
aklimatizimit béhet né fotoperiodé 16 oré ndrigim / 24 oré;

- Pas njé periudhe 3 — 4 javore zbulohen duke nisur nga pak minuta né dité
bimézat né ményré periodike, duke rritur né ményré graduale kohén e té mbajturit
zbuluar. Nuk rekomandohet nxjerrja né diell gjaté procesit té aklimatizimit, pasi
intensiteti i larté i ndrigimit mund t’i démtoj€ bimézat;

- Né geset e pérdorura pér aklimatizim hapen edhe vriméza, pérmasa dhe numri i
té cilave shtohet gradualisht me kalimin e ditéve;

- Zakonisht aklimatizimi kryhet né miniserra té vecanta me sisteme avujsh uji
ose pulverizatoré, gé sigurojné njé minimum prej 85% lagéshti relative né javét e
para. Né rastet mé té thjeshta, bimézat vendosen né mjedise té mbyllura pér té ruajtur
densitetin e rritur té avujve, duke i mbuluar bimét me gese transparente apo ené gelqi;

- Pas rreth dy muajsh bimézat mund té géndrojné té zbuluara né kushtet e
ndricimit, temperaturés sé mjedisit ku gjenden (Fig. 6.7 b; c). Né kété stad, ato jané
gati té transferohen né toké;

Figura 6.7. Stadi i aklimatizimit: a) Mjegullim artificial me gota kimike b) Mjegullim artificial me
gese plastmasi ¢) Biméza té aklimatizuara té Prunus sp. d) Biméza té Malus sp. (Laboratori i
kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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KAPITULLI 7

Mikroshumimi népérmjet sistemeve me zhytje té
pérkohshme - bioreaktorét TIS (SETIS, ElecTIS,
Plantform)

7.1. Bioreaktorét dhe automatizimi i shumimit in vitro

Metodat e kulturés sé indeve bimore jané pérdorur pér mé shumé se 30 vjet pér té
klonuar njé shuméllojshméri speciesh bimore. Metoda konvencionale, duke pérdorur
terrene ushqyese té xhelifikuara, éshté pérdorur gjerésisht pér shkak té thjeshtésisé
dhe efektivitetit té saj. Megjithaté, nevojitet puné intensive pasi kérkohet mirémbajtje
e njé numri té madh enésh kultivimi, terrene té xhelifikuara dhe transferim periodik té
materialit bimor né terrene té freskéta ¢cdo 4-6 javé pér shkak té shterimit té léndéve
ushgyese né terren. Agjentét xhelifikues gjithashtu rrisin ndjeshém shpenzimet e
prodhimit in vitro. Rrjedhimisht, éshté punuar shumé pér teknika té automatizuara me
géllim rritjen e rendimentit t¢ shumimit in vitro dhe pér té minimizuar kostot e
prodhimit.

Bioreaktorét jané pajisje té automatizuara té cilat pérdorin terrene ushqyese té Iéngéta
si dhe sisteme té hyrjes dhe daljes sé l1éngjeve dhe ajrit né kushte aseptike. Ato ofrojné
mundésiné pér monitorim dhe kontroll té kushteve mikromjedisore si tundja, ajrimi,
temperatura, pH, etj. Pérdorimi i bioreaktoréve konsiderohet alternativé mé efektive
né krahasim me metoda konvencionale té shumimit in vitro. Bioreaktorét jané pajisje
laboratorike me mjaft avantazhe dhe lehtésira, ku ndér mé themeloret pérmenden:

- Pérdorimi i terrenit ushqyes té Iéngét ndikon né ulje té kostos sé punés
laboratorike, pasi agari pérbén njé agjent xhelifikues té kushtueshém:;

- Pérdorimi i terrenit ushqyes té l1éngét e bén mé té thjeshté procesin e pérgatitjes sé
tij pasi merr mé pak kohé, si dhe lehtéson edhe procesin e larjes sé enéve té kulturés
pas transferimit té kulturave né terrene té freskéta;

- Koha e inokulimit té eksplanteve né bioreaktor éshté mé e shkurtér se koha e
nevojshme pér inokulimin e eksplanteve népér ené té vogla kulture pasi

i gjithé materiali bimor inokulohet né té njéjtén kohé né bioreaktor. Kur eksplantet
inokulohen népér ené kulture mé pérmasa té vogla, secili prej eksplanteve do kohén e
tij té inokulimit;

- Né terren té I&ngét, thithen dhe shfrytézohen mé miré substancat ushqyese;

- Ndodh hollimi i fenoleve dhe substancave toksike né terren dhe, si rrjedhojé,
reduktohen shumé pasojat e stresit oksidativ;
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- Eksplantet e mikroshumuara né bioreaktor, kané normé mé té larté shumimi.

Llojet e ndryshme bimore kané kérkesa té ndryshme gé diktojné cilésime specifike
pér mjedisin e brendshém té bioreaktoréve dhe pércaktojné modelin mé té
pérshtatshém té bioreaktorit pér t'u pérdorur. Bioreaktorét klasifikohen gjerésisht né
katér lloje: né fazé té léngshme, né fazé té gazté, me zhytje té pérkohshme dhe
bioreaktoré té€ modifikuar.

7.2. Bioreaktorét me zhytje sé pérkohshme

Pér t& shmangur problematika té tilla si asfiksia, hiperhidratimi dhe ¢rregullimet
fiziologjike té shfaqura nga kulturat e zhytura vazhdimisht né terrenin e Iéngét né
bioreaktor, jané modeluarbioreaktoré specifiké. Sistemi me Zhytje t& Pérkohshme
(Temporary Immersion system - TIS), i quajtur gjithashtu Bioreaktor me Zhytje té
Pérkohshme (Temporary Immersion Bioreactors - TIB), éshté teknologji qé
konsiderohet inovative dhe gé ka rritur né ményré té kénagshme koeficientin e
mikroshumimit pér specie té ndryshme bimore.

Parimi i teknologjisé TIS éshté qé materiali bimor té zhytet né mjedise té 1éngshme té
rritjes pér periudha té shkurtra dhe né intervale té rregullta. Kéto zhytje jané té
mjaftueshme gé bimét té marrin 1éndét ushgyese. Teknologjia TIS pérdor avantazhet e
kulturave té 1éngéta, ndérkohé gé rrit materialin bimor né mjedis me shkémbim té
larté té gazeve.

Efektet pozitive té zhytjes sé pérkohshme né mikroshumim tregohen népérmjet rritjes
sé proliferimit té sytheve, rrénjéve, mikrotuberizimit dhe embriogjenezés somatike.
Koha e zhytjes (kohézgjatja dhe frekuenca / shpeshtésia e saj) éshté parametri mé
vendimtar gé pércakton efikasitetin e sistemit. Optimizimi i véllimit té léndéve
ushqgyese dhe véllimit té enés sé kulturés gjithashtu pérmiréson ndjeshém vecanérisht
shumimin e sytheve té shumfishté. Gjithashtu, zhytja e pérkohshme, né pérgjithési,
pérmiréson cilésiné e materialit bimor. Kjo rezulton né rritjen e fuqisé sé potencialit
rigjenerues té sytheve dhe né frekuencén e embrioneve somatike morfologjikisht
normale.

7.3. Disa lloje bioreaktorésh gé pérdoren né teknologjiné TIS

Ekzistojné modele té ndryshme té bioreaktoréve TIS, té cilét kané filluar té
pérdoren gjerésisht. Mé poshté pérshkruhen shkurtimisht tri modele té bioreaktoréve
TIS, té cilat gjenden dhe jané funksionale edhe né Laboratorin e Kulturave Qelizore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT.

7.3.1. Bioreaktori SETIS™

Bioreaktori SETIS™ é&shté bioreaktor i pérshtatshém pér pérdorim né mikroshumimin
e biméve né shkallé té gjeré.Ky bioreaktor pérbéhet nga vetém tre materiale,
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polikarbonat (enét), polipropilen (kapakét dhe filtrat e ajrit) dhe silikoni (rondelet dhe
tubat). Té gjitha kéto materiale pérballojné autoklavimin dhe rrezatimin y. Bioreaktori
SETIS™ pérbéhet nga dy ené, transparenca ¢ larté e té cilave, lejon njé ndrigim
maksimal té biméve:

Secila ené e bioreaktorit ka dy dalje. Né njérén prej tyre / dalja e pjesés sé poshtme té
secilés ené, vendoset tubi i silikonit gé lidhet me daljen e enés tjetér / daljen e pjesés
sé poshtme. Kjo shérben pér té kaluar terrenin ushqgyes té 1éngét nga ena e poshtme,
né até té sipérme, népérmjet njé pompe e cila funksionon mbi bazén e njé programimi
té caktuar. Kur pompa pushon sé funksionuari, terreni ushqyes kalon sérish né enén e
poshtme.

Né dy daljet e tjera té lira (nga njé pér secilén ené) vendosen filtra gé t€ mundésohet
shkémbimi i ajrit. Filtri i daljes sé enés sé sipérme géndron i liré, ndérsa né anén tjetér
té filtrit t& enés sé poshtme béhet lidhja me pompén népérmjet njé tjetér tubi silikoni.
Pompa éshté e lidhur me njé programator dhe, né varési té kohés sé programuar, ajo
fillon funksionon duke ngjitur terrenin ushqyes nga pjesa e poshtme e enés, né té
sipérmen. Kur pompa ndalon sé funksionuari, terreni i 1éngét rrjedh sérish né enén e
poshtme.

Figura 7.1. a) Pjesét pérbérése té bioreaktorit SETIS™ b) montimi i tij c) inokulimi i eksplanteve
né kushte aseptike d) Kultivimi né dhomén vegjetative dhe lidhja me pompén (Laboratori i
kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

7.3.2. Bioreaktori Plantform

Bioreaktori Plantform pérbéhet nga njé trup me pérmbajtje polipropileni, i cili éshté
transparent dhe mund té durojé temperatura deri né 130°C. Pérmasat e tij jané 180
x 150 x 150 mm. Shkémbimi i gazit kontrollohet pérmes tre hyrje- daljeve, tre tubave
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té posacém, té cilat jané té pozicionuar né njérén ané té bioreaktorit dhe t¢ mbyllura
né ményré hermetike népérmjet tre unazave me pérbérje silikoni, té cilat jané
rezistente ndaj nxehtésisé. Gazrat kalojné pérmes filtrave sterilé, t& pozicionuar né
pjesén brendshme té tubave, ku béhet lidhja me trupin e bioreaktorit. Filtri i mesit éshté
i lidhur me njé tub silikoni, i cili futet deri né pjesén e brendshme té enés (Fig. 7.2).

Né pjesén e poshtme té bioreaktorit &shté e vendosur njé dhomé e brendshme me 3
vrima né anén e gjaté té saj dhe 2 vrima né anén e shkurtér té saj, né té cilén
vendosen eksplantet bimore. Ajo éshté projektuar né njé ményré té tillé qé té lejojé
gé pérgendrimi i léndéve ushqgyese té rritet né ményré efikase sa heré ndryshon
presioni né bioreaktor. Njé kosh, i cili pérmban materialin bimor, vendoset mbi
dhomén e brendshme. Né pjesén e poshtme té kétij koshi gjenden tre rreshta me vrima
té vogla, té cilat lejojné gé 1éndét ushqyese té rrjedhin né ményré efikase né brendési
té koshit. Njé kornizé me katér kémbé, vendoset mbi kosh, ku kémbét fiksohen né
bazamentin e tij, pér té mbajtur até té palévizshém

/ té fiksuar né momentin kur rritet presioni dhe fillon ngjitja e terrenit ushqyes té
Iéngét. Trupi éshté i mbyllur nga njé kapak. Midis dhomés dhe kapakut, vendoset njé
tub gome pér mbyllje sa mé hermetike. Dhoma, koshi, kémbét dhe kapaku kané pérbérje
polipropileni, gé jané mé fleksibél dhe qé mund té autoklavohen né 120°C.

Figura 7.2. a) Pjesét pérbérése té bioreaktorit Plantform b, ¢) montimi i tij d) Kultivimi né
dhomén vegjetative dhe lidhja me pompén (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Pasi béhet sterilizimi i té gjitha pjeséve té tij, bioreaktori éshté i gatshém pér t’u
pérdorur. Nén dhomén e brendshme, trupi i bioreaktorit mbushet pérgjithésisht me
500 ml terren ushqyes. Pastaj eksplantet bimore sterile vendosen né kosh. Korniza me
katér kémbé vendoset né kosh dhe kapaku mbyllet hermetikisht né pjesén e sipérme.
Tubi i pompés lidhet me filtrin e mesit. Pompa éshté e lidhur me njé programator dhe
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kur ajo fillon té funksionojg, terreni ushqyes i 1éngét shkon lart duke mbuluar késhtu
materialin bimor. Kur presioni bie, 1éndét ushqyese do té kullojné pérmes vrimave té
dhomés sé brendshme né drejtim té koshit. Nése nevojitet qé terreni ushqyes té zbresé
poshté menjéheré, tubi i pompés shképutet nga filtri i mesit dhe vendoset né njé nga
filtrat anésoré.

7.3.3. Bioreaktori ElecTIS

Bioreaktori ElecTIS cilésohet si mé inovativ né funksionimin e tij t& brendshém. Ai
pérbéhet nga njé material polipropileni transparent, rezistent ndaj nxehtésisé dhe
mund té autoklavohet lehtésisht.

Ky bioreaktor pérbéhet nga dy ené, ku e para pérmban terrenin ushqyes té Iéngshém,
ndérsa e dyta, gé éshté mé e vogél se e para dhe futet né kété té fundit, éshté ena ku
vendosen eksplantet bimore (Fig. 7.3). Pjesét pérbérése té kétij bioreaktori kané
kryesisht pérbérje polipropileni.

Parimi i kétij bioreaktori géndron né faktin se nuk éshté terreni ushqyes ai gé léviz
nga poshté lart, por éshté ena e vogeél gé ulet poshté dhe zhytet né terrenin ushqyes pér
disa minuta sipas programimit. Ena e vogél me materialin bimor zhytet periodikisht
né mjedisin ushqyes nga lévizja vertikale e dy pistonéve té lidhur me njé pompé ajri.
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Figura 7.3. a, b, c) Pjesét pérbérése té bioreaktorit ElecTIS d) Bioreaktori ElecTIS né dhomén
vegjetative e, f) Pamje té bimézave té kultivuara né t&¢ (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Zhytja e eksplanteve, né terrenin e 1éngét, béhet né sajé té njé sistemi pneumatik, duke
shmangur né kété ményré futjen e ajrit té jashtém né brendési té bioreaktorit. Kjo
metodé bén té mundur zhytjen e kontrolluar té kulturés né terrenin ushqyes. Zhytja e
enés mbajtése té eksplanteve, béhet né saj té njé pompe ajri qé éshté e lidhur me
bioreaktorin ElecTIS, dhe nga ana e tjetér éshté e lidhur me programatorin e kohés.
Ky i fundit pércakton kohén e zhytjes dhe intervalet e ekspozimit té eksplanteve né
terrenin ushqyes.
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Protokolli 7.1: Mikroshumimi né bioreaktorét TIS

- Pjesét e bioreaktorit ambalazhohen secila mé vete dhe béhet sterilizimi i tyre né
autoklavé. Pér bioreaktorin SETIS™, kapakét mbyllen g€ pérpara autoklavimit. Pér
bioreaktorét Plantform dhe ElecTIS, vetém dy nga katér anét e kapakut mbyllen para
autoklavimit, ndérsa dy anét e tjera té kapakut géndrojné té lira gé té mos démtohet
bioreaktori.

- Pér secilin bioreaktor, daljet e filtrave apo tubave té vendosur népér kapakét apo
trupin e bioreaktorit, mbéshtillen me letér alumini;

- Tubat e silikonit dhe filtrat sterilizohen mé vete duke u vendosur né njé
kavanoz ose goté kimike t& mbyllur me kapak apo té paketuar me letér alumini ose
ambalazhi;

- Pa u zhveshur nga ambalazhimi, pjesét e sterilizuara transferohen né fluksin
laminar dhe montimi i tyre béhet né kété mjedis steril;

- Ena mbajtése e terrenit mbushet me terren ushqyes, sasia e té cilit varet nga lloji
i bioreaktorit. Késhtu, kjo sasi éshté aférsisht 500 ml pér bioreaktorin Plantform, 750
ml pér até SETIS dhe 250 ml pér até ElecTIS;

- Terreni ushqyes éshté i optimizuar pér stadin e subkulturés, por mund té
testohen terrene té ndryshme, si né drejtim té pérbérjes sé tretésirave bazé, ashtu dhe
raportit apo llojit té fitohormoneve / RRB-ve, shtesave té tjera té papércaktuara,
burimin e karbonit, etj.

- Merren eksplantet bimore nga biméza té rritura in vitro, pra té stabilizuara pérsa
i pérket asepsisé, dhe vendosen né enén / koshin mbajtés pérkatés né pérputhje me
bioreaktorin gé do té pérdoret;

- Gjaté prerjes dhe peshimit (pérgatitjes) té eksplanteve pér inokulim, duhet
punuar shpejt pasi ato fillojné té dehidratohen pér shkak ekspozimit ndaj llampés sé
alkoolit dhe ventilimit té fluksit;

- Eksplantet peshohen para futjes né bioreaktor, si dhe pas nxjerrjes prej tij, pér
njé periudhé té paktén 28 ditore;

- Procesi i mésipérm éshté i réndésishém pér té pércaktuar Vlerén Relative té
Rritjes (Relative Groéth Rate — RGR), i cili éshté parametér gé shérben pér vlerésimin
e dinamikeés sé rritjes né bioreaktor;

- Kapakét e bioreaktoréve mbyllen hermetikisht né ményré qé té ruhen kushtet e
asepsisé né brendési té enéve dhe strukturave té brendshme;

- Lidhet filtri i ajrit me njé tub silikoni me daljen pérkatése brenda fluksit laminar
dhe pas késaj bioreaktori transferohet né dhomén e kulturés me parametra fiziké té
kontrolluar;

- Filtrat lidhen me pompa ajri népérmjet tubave té silikonit, pér t& mundésuar
shkémbimin e gazeve;

- Pompat e ajrit jané té lidhura dhe me programatorét e kohés pér té funksionua sipas
kohés sé pérzgjedhur;
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- Pércaktohet ora dhe frekuenca/ shpeshtésia e zhytjes né 24 oré, si dhe kohézgjatja
dhe frekuenca e ventilimit té cilat aplikohen né ményré automatike népérmijet
programatorit té kohés;
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KAPITULLI 8

Mikroshumimi né terrene me fazé té dyfishté

8.1.  Sistemet e kultivimit me fazé té dyfishté

Gjetja dhe aplikimi i teknikave té reja pér kulturat indore konsiderohet pérparési dhe
prej kohésh ka marré njé vémendje t& vecanté me géllim rritjen e efektivitetit té
mikroshumimit. Pavarésisht avantazheve, prodhimi i biméve népérmjet metodave
konvencionale t& mikroshumimit, ka akoma njé kosto té larté.

Njé nga strategjité e pérdorura pér té€ mikroshumuar bimé me interes, éshté pérdorimi
i terrenit né fazé té dyfishté (TFD). Metoda konsiston né shtimin periodikisht té njé
sasie té caktuar terreni té léngét, mbi terrenin e xhelifikuar (Fig 8.1a) né té njé&jtén ené
kulture. Né kété ményré, zgjatet koha e nevojshme pér ndérrimin e enéve dhe bimézat
nuk vuajné mungesa ushgimore pasi terreni i Iéngét i konsumuar largohet dhe terreni
i ri qé shtohet éshté i optimizuar pérsa i pérket pérmbajtjes cilésore dhe sasiore té
ushqyesve né té.

8.2.  Avantazhet e kultivimit né sisteme me fazé té dyfishté

Té tilla sisteme kultivimi rezultojné shumé mé efektive né disa raste pér shkak té disa
pérparésive si:

. Eksplantet géndrojné né té njéjtén ené pér njé kohé mé té gjaté, duke krijuar
késhtu mundésiné e eleminimit ose reduktimit té€ numrit té€ subkulturave. Subkuturat e
shumta jané njé ndér shkaget kryesore té shfagjes sé infeksioneve gjaté kultivimit in
vitro. Koha e manipulimit té eksplanteve né fluksin laminar gjaté ndérrimit té enéve té
kulturés éshté shumé mé e gjaté sesa koha e nevojshme pér hedhjen e terrenit té Iéngét
né sistemin TFD. Kjo diferencé né kohé manipulimi béhet shkak pér rritjen e biméve té
infektuara gjaté kultivimit né terrene té xhelifikuara.

. Sa mé té pakta té jené subkulturat, ag mé e pakét éshté sasia e reagentéve té
harxhuar pér pérgatitjen e terreneve ushqyese dhe ag mé e pakét éshté puna e
personelit t& laboratorit né kété aspekt.

. Sasia totale e terrenit ushqyes té pérdorur pér kultivim né terrenet e
xhelifikuara éshté mesatarisht 3 heré mé e larté né krahasim me até té pérdorur pér
kultivim né TFD. Arsyeja kryesore éshté eleminimi i subkulturave gjaté kultivimit né
TFD, duke mbajtur té njéjtin terren té fazés sé ngurté pér 56 dité pa ndérruar enén e
kulturés.

. Njé aspekt tjetér i réndésishém éshté dhe sasia totale e agarit té pérdorur gjaté
ditéve té kultivimit. Pér kultivimin né terrene té xhelifikuara pérdoret mesatarisht 4 —
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5 heré mé tepér agar sesa gjaté kultivimit né TFD. Si¢ u theksua mé lart, agari éshté
ndér pérbérésit mé té shtrenjté té terrenit ushqyes. Tendencat mé té reja sot né drejtim
té pérmirésimit té teknikave té kulturés indore pérfshijné strategji t& miréfillta pér
pakésimin apo edhe deri né eleminimin e pérdorimit té agarit pér shkak té kostos sé
larté.

. Realizimi i subkulturave té shpeshta kérkon sasi mé té médha terreni ushqyes,
gjé qé rrit koston si pérsa i pérket konsumit té reagentéve, ashtu dhe konsumit té
energjisé elektrike.

. Ndérrimi i shpeshté i enéve té kulturés rrit edhe kohén e punés sé personelit pér
kété géllim. Pér pérgatitjen e terreneve té xhelifikuara kérkohet minimalisht 1 oré
pune, kjo pér shkak té kohés sé nevojshme pér tretjen e agarit dhe shpérndarjen né
enét e kulturés. Pér pérgatitjen e terreneve té léngéta nevojiten mesatarisht 20 minuta
puné laboratorike.

. Sasia e enéve té kulturés té pérdorur né secilin terren kultivimi éshté njé tjetér
element i réndésishém qgé tregon efikasitetin e sistemit me fazé té dyfishté pér
kultivimin in vitro.

. Edhe koha e nevojshme pér larjen e enéve laboratorike shkurtohet shumé, gjé gé
sjell reduktim té kostos energjitike.

Ekzistojné shumé pak raportime pér pérdorimin e terreneve me fazé té dyfishté né
kulturé in vitro, raportime té cilat kané treguar efikasitetin e teknikés né fjalé pér
géllime té mikroshumimit né bimé té tilla si ananasi, koniferet, dardha japoneze, etj.
Né té gjitha kéto raportime éshté pérdorur i njéjti terren ushqyes si né fazén e
xhelifikuar, ashtu dhe né até té 1éngét (me pérjashtim té agarit), me géllim shtimin né
masé té sytheve gjaté subkulturave.

I réndésishém do té ishte dhe testimi i terreneve té ndryshme pér shtimin dhe
rrénjézimin né té njéjtén ené kulture. Né kété rast, terreni i xhelifikuar duhet té keté
pérmbajtje hormonale gé indukton rrénjézimin, ndérsa ai i léngét duhet té keté
pérmbajtje gé indukton shtimin vegjetativ té sytheve. Njé proces i tillé rezulton me
kosto té reduktuar pasi njékohésisht aplikohen dy stade té mikroshumimit, duke
kursyer jo vetém kohé pune dhe lodhje fizike, por edhe kursim reagentésh, enésh
kulture, etj.

Protokolli 8.1: Mikroshumimi né terrene me fazé té dyfishté

- Pér té vlerésuar efektivitetin e sistemit té kultivimit me fazé té dyfishté,
zakonisht ngrihen edhe eksperimente paralele té kultivimit né sistem njéfazor (terren
ushqyes i xhelifikuar);

- Pérgatitet terreni ushqyes me pérmbajtje agari dhe, pasi shpérndahet né enét e
kulturés (epruveta, erlemnmayera) sterilizohet né autoklavé. Pas ftohjes sé enéve té
kulturés, agari xhelifikohet. Terreni ushqyes i xhelifikuar pér sistemet e kultivimit me
fazé té dyfishté mund té pérgatitet me pérmbajtje hormonale né favor té citokininave
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(pér té favorizuar shtimin e sytheve anésore) ose né favor té auksinave (pér té
favorizuar rizogjenezén);

- Né njé ené kimike pérgatitet terren ushqyes pa pérmbajtje agari, por me té
gjitha shtesat e pérbérésve té tjeré té domosdoshém. Kjo pérmbajtje sterilizohet né
autoklavé. Zakonisht, terreni ushqyes i I&ngét pér sistemet e kultivimit me fazé té
dyfishté té pérgatitet me pérmbajtje hormonale né favor té citokininave pér té
favorizuar shtimin e sytheve anésore;

- Gjithsesi, si pér terrenin e xhelifikuar, ashtu dhe pér até té I&ngét, mund té
testohen trajtime té ndryshme si pérsa i pérket tretésirave bazé, ashtu dhe raportit apo
llojit té fitohormoneve / RRB-ve, shtesave té tjera té papércaktuara, burimin e
karbonit, etj.

- Si eksplante fillestare pérdoren biméza té rigjeneruara in vitro té cilat kané
kaluar me sukses stadin e paré té mikroshumimit, dhe jané tashmé té stabilizuara né
drejtim té pérsa asepsisé dhe stresit oksidativ fillestar;

- Maten parametra morfometriké té€ ndryshém para nisjes sé eksperimentit, si dhe
né pérfundim té tij pér té vlerésuar sistemin mé efektiv té mikroshumimit apo dhe pér té
krahasuar efektin e trajtimeve té ndryshme té aplikuara, nésa ka té tjera té tilla;

- Pasi inokulohen eksplantet né enét e kulturés me terren té xhelifikuar, brenda
enés shtohet terreni i 18ngét, i cili shpérndahet mbi terrenin e xhelifikuar. Né kété
ményré ngrihen sistemet e kultivimit me fazé té dyfishtg;

- Nése pérdoren epruveta si ené kulture, né to shtohet 1 ml terren i I&ngét, ndérsa
nése pérdoren erlenmayera, shtohen 3 ml. E gjithé procedura kryhet né fluksin
laminar duke zbatuar rregullat e sigurimit té asepsisé;

- Gjaté stadit té subkulturés, faza e xhelifikuar dhe ajo e 1éngét, kané té njéjtin
raport dhe pérmbajtje hormonale pasi géllimi né kété fazé éshté rigjenerim i shpejté
dhe pérftimi i njé koeficienti té larté mikroshumimi;

- Gjaté stadit té rrénjézimit, faza e xhelifikuar pérmban raport té larté hormonal né
favor té auksinave, gjé gé ndihmon dediferencimin dhe shfagjen e

meristemave rrénjore né bazén e sytheve, ndérsa faza e Iéngét pérmban raport té larté
hormonal né favor té citokininave gjé gé ndihmon zhvillimin e sytheve anésoré nga
ndérnyjet. Né shumé raste rekomandohet qé terreni i fazés sé xhelifikuar té errésohet
duke shtuar karbon té aktivizuar né té, gjé gé rrit indeksin e rizogjenezés sé
eksplanteve né kulturég;

- Pas pérfundimit té procedurés, enét e kulturés vendosen né dhomén vegjetative
me parametra fiziké té kontrolluar;

- Né fillim té cdo jave, merren enét e kulturés me sistem kultivimi né fazé té
dyfishté dhe, brenda fluksit laminar, largohet népérmjet njé pipete terreni i 1éngét gé
ndodhet brenda enés, dhe shtohet terren i 1&ngét i ri, i cili &shté i optimizuar pérsa i
pérket pérmbajtjes sé ushqyesve. Kjo praktiké siguron gé bimét t¢ mos vuajné
mungesa ushgimore;
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- Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime dhe fotografime pér té
analizuar mé miré dinamikén e rritjes né sistemet e kultivimit té testuara;

- Gjaté eksperimenteve paralele t€ kultivimit né€ sisteme me fazé t€ dyfishté (Fig.
8.1 a, b) dhe né sisteme té xhelifikuara (njéfazore) (Fig. 8.1 c, d), béhen krahasime t& té
dhénave té fituara pér t€ vlerésuar efektivitetin e sistemit t€ mikroshumimit;
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Figura 8.1. Rigjenerimi in vitro i sytheve t&€ mollés sé egér (Malus sylvestris L) né a, b) Terren
ushqyes me fazé té dyfishté c, d) Terren ushqyes té xhelifikuar (njéfazor) (Laboratori i kulturave
gelizore dhe indore, FSHN, UT)
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KAPITULLI 9

Mikroshumimi né terrene té |léngéta me uré prej
letre filtri

9.1. Pérdorimi i urés prej letre filtri si mbéshtetés pér eksplantet dhe
avantazhet e teknikés

Si¢ u pérmend né kapitujt e méparshém, pérve¢ sistemeve té kultivimit né terren té
xhelifikuar, gjerésisht pérdoren me efektivitet edhe sistemet e kultivimit né terrene té
Iéngéta, si¢ éshté kultivimi né bioreaktoré apo né sistemet me fazé té dyfishté. Né
shumé raste, terrenet e léngéta paragesin avantazhe né krahasim me ato té
xhelifikuara, vecanérisht né drejtim té pérthithjes mé té lehté té Iéndéve ushqyese nga
terreni. Por, pavarésisht avantazheve té secilés formé kultivimi, éshté e ditur se
reagimi i gjenotipeve té caktuar éshté i ndryshém né sisteme té ndryshme té kultivimit
dhe, né shumé specie bimore, kéto forma kultivimi mund té paragesin disa kufizime.
Késhtu psh. né disa gjenotipe, vérehet dukuria e hiperhidratimit si pasojé e pérbérjes sé
terrenit ushqgyes, zhytjes sé ploté apo té pjesshme té eksplanteve né terrenin ushqyes té
Iéngét, formés dhe pérmasés sé enés sé kulturés, etj.

Hiperhidratimi éshté crregullimi fiziologjik mé i zakonshém né kultivimin in vitro té
biméve gé rezulton né hidratim té tepért té indeve bimore, linjifikim té& ulét, aparat
stomatal jo funksional dhe reduktim té forcés mekanike té biméve té krijuara nga kultura
indore. Kjo gjendje karakterizohet nga disa ¢rregullime anatomike, morfologjike,
fiziologjike dhe metabolike. Faktorét kryesoré gé ndikojné né nivelin e hiperhidratimit
té biméve té kultivuara in vitro jané pérbérja minerale dhe hormonale e njé mjedisi dhe
kushtet e kultivimit, vecanérisht ajrimi i enéve té kultivimit.

Kur pérdoren terrene té léngéta, pér fiksimin e eksplanteve mund té pérdoren
mbéshtetés té natyrés fizike gé sigurojné njé pérthithje efektive té terrenit ushqyes té
Iéngét. Njé teknikeé e tillé éshté dhe vendosja né enén e kulturés té njé shiriti letre filtri
né formé ure, ku ‘kémbét’ e urés jané té zhytura né terrenin e Iéngét, ndérsa né pjesén
e ‘bazés’ sé urés pozicionohet eksplanti bimor. Letra e filtrit, njé mjet i pérbéré nga
fibra pambuku, gjendet pothuajse né shumicén e laboratoréve shkencoré e didaktiké
dhe, pérvegse pér té ndaré léngun nga grimcat, pérdoret gjerésisht pér géllime té
ndryshme. Pér shkak té kapilaritetit qé ka letra e filtrit, terreni ushqyes pérthithet
fillimisht prej saj dhe mé tej nga eksplanti. Fakti gé pérdoret terren i Iéngét, mundéson
gé eksplantet té stabilizohen mé lehté edhe né lidhje me stresin oksidativ. Léndét e
formuara si pasojé e kétij procesi mund té shpérndahen mé me lehtési duke u larguar
nga eksplanti, duke favorizuar késhtu proliferimin e tyre né kulturé.Vec késaj, fakti gé
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eksplanti nuk éshté i zhytur né terren té& léngét, por e pérthith até gradualisht
népérmjet letrés sé filtrit, redukton ndjeshém dukuriné e hiperhidratimit né shumé
specie bimore.

Kjo tekniké fillimisht éshté pérdorur pér raste té vecanta, por tashmé ka filluar té
aplikohet gjerésisht né laboratorét e kulturave in vitro. Zakonisht, teknika me letér
filtri si sistem mbéshtetés aplikohet né stadin e paré t¢ mikroshumimit me géllim
stabilizimin efektiv té eksplanteve né kulturé pérsa i takon kapércimit té stresit
oksidativ si dhe ruajtjes sé potencialit rigjenerues té eksplanteve delikate, si¢ jané psh.
meristemat apo embrionet e pamaturuar. Deri mé sot ekzistojné shumé raportime pér
pérdorimin e teknikés sé urés sé filtrit pér mikroshumimin dhe konservimin e
specieve té ndryshme bimore, duke theksuar efektivitetin e késaj teknike né
proceset e lartpérmendura. Kjo tekniké é&shté pérdorur me efektivitet edhe né
proliferimin e disa eksplanteve né Laboratorin e Kulturave Qelizore dhe Indore,
FSHN, UT.

9.2. Avantazhet e kultivimit né terrene té léngéta me letér filtri si
sistem mbéshtetés

Duke gené se pérdoren terrene té léngéta, edhe né kété sistem kultivimi vérehen
pothuajse té njéjtat avantazhe si né rastet e tjera té pérdorimit té terreneve té tilla,
pavarésisht teknikés sé pérdorur. Né ményré té pérmbledhur, disa nga avantazhet e
kultivimit né terrene té Iéngéta me letér filtri si sistem mbéshtetés jané:

- Nuk éshté nevoja gé materiali bimor té kalohet nga njé ené kulture né tjetrén,
por mjafton té largohet népérmjet njé pipete terreni i enés ku eksplanti ndodhet dhe té
z8vendésohet me terrenin e ri duke shmangur késhtu edhe mundésiné e démtimit apo
infektimit t¢ mundshém té materialit.

- Duke u reduktuar nevoja pér subkultura té vazhdueshme té materialit né ené té
reja kulture té cilat duhen sterilizuar para pérdorimit, reduktohet akoma mé shumé
kostoja e teknikés sé aplikuar.

- Edhe kostoja né pérdorimin e reagentéve kimiké rezulton mé e ulét pasi terreni
ushqyes nuk pérmban agar.

Pavarésisht avantazheve, duhet théné se nevojitet kujdes dhe njé kohé pune e caktuar
pér futjen e letrave prej filtri né enét e kulturés para shtimit té terrenit ushqyes, si dhe
para sterilizimit té tyre.

Protokolli 9.1: Mikroshumimi né terrene té Iéngéta me uré filtri si
sistem mbéshtetés té eksplanteve

- Né njé goté kimike pérgatitet terren ushqyes i léngét (pa pérmbajtje agari), por

me té gjitha shtesat e pérbérésve té tjeré té domosdoshém:;

- Zakonisht, ky lloj terreni ushqyes pérgatitet me pérmbajtje hormonale né favor
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té citokininave pér té favorizuar shtimin e sytheve anésore. Gjithsesi, mund té
testohen trajtime t& ndryshme té tretésirave bazé, raportit apo llojit t& hormoneve,
shtesave té tjera té papércaktuara, burimin e karbonit, etj.;

- Kur pérdoret letra e filtrit si sistem mbéshtetés, terreni i 1éngét shpérndahet né
enét e kulturés para autoklavimit té tij. Zakonisht, né kété tekniké, si ené kulture
pérdoren shishe té vogla ose epruveta, me géllim inokulimin vetém té njé eksplanti né
njé ené kulture;

- Merren tabakét e filtrit dhe priten né shirita me gjerési té tillé gé t& mund té
futen lehtésisht né enén e kulturés, dhe mundésisht skajet té prekin paretet anésore té
enés pér té siguruar géndrueshméri me té larté.

- Letrat e filtrit futen né enét e kulturés duke u pozicionuar né formén e njé ure me
trashési 1 cm dhe lartési 6-7 cm (Fig. 9.1 a);

- Mé pas, népér ené béhet shpérndarja e terrenit ushqyes né njé sasi té tillé qé té
paktén 1/3 e lartésisé sé urés prej filtri té géndrojé mbi tretésirén ushqyese;

- Pasi mbyllen me kapakét pérkatés apo me pambuk jo hidrofil, enét e kulturés
sterilizohen né autoklavé (121°C/20min);

- Si eksplante fillestare pérdoren embrione zigotiké ose meristema, pasi té parét
zakonisht shfagin shenja té stresit oksidativ té cilat reduktohen me kété tekniké, ndérsa
té dytét jané eksplante delikaté dhe kjo tekniké mundéson ruajtjen e potencialit
rigjenerues té tyre;

- Pas zbatimit t& protokollit té sterilizimit t& eksplanteve, kéto t& fundit inokulohen
né terrenet e pérgatitura. E gjithé procedura kryhet né kushte aseptike né fluksin laminar
(Fig. 9.1 b);

- Pér té verifikuar efektivitetin e késaj teknike, rekomandohet gé sé paku né fazén
fillestare té stabilizimit té protokollit, t€ ngrihet paralelisht njé tjetér eksperiment me
terren té xhelifikuar, por me pérmbajtje té njéjté pérsa i takon shtesave té tjera;

Figura 9.1. a) Pajisja e enéve té kulturés me urat e filtrit b) Inokulimi i embrioneve té grurir
(Triticum aestivum L) né terrenet ¢ léngéta mbi ‘bazén e urés sé€ letrés sé filtrit (Laboratori i
kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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KAPITULLI 10
Embriogjeneza somatike

10.1. Embriogjeneza somatike: réndésia dhe stadet e saj

Embriogjeneza somatike éshté procesi i formimit t& embrioneve somatiké nga njé
gelizé e vetme ose nga njé grup gelizash me origjiné somatike. Rrjedhimisht,
klasifikohet si formé e shumimit aseksual duke mundésuar formimin e biméve
identike nga bima mémé. Embriogjeneza somatike ngjason me até zigotike pérsa i
pérket stadeve népér té cilat kalon zhvillimi embrional deri né marrjen e morfologjisé
finale té tij.

Ky konsiderohet si njé proces i réndésishém pér shkak té efikasitetit t& larté té
rigjenerimit si dhe frekuencés sé ulét té shfagjes sé variacioneve somaklonale.
Embriogjeneza somatike luan njé rol ky¢ né shumimin klonal in vitro, si dhe pér
ruajtjen dhe shkémbimin e gjermoplazmés, shéndetésimin e materialit bimor,
prodhimin e metabolitéve sekondaré dhe prodhimin e farave sintetike. Embriogjeneza
somatike, ashtu sikurse organogjeneza, mund té pérfshijé ose jo fazén e
kallusogjenezés. Procesi i embriogjenezés somatike ndahet né tri stade:

(i) induktimi i gelizave kompetente té eksplantit,

(ii) zhvillimi i embrioneve somatike;

(iii) maturimi i tyre.
Induktimi i procesit kérkon si parakusht t¢ domosdoshém dediferencimin e gelizave
té eksplantit né ményré gé ato té fitojné kompetencé embriogjenike. Ky riprogramim
gelizor do té€ mundésojé kanalizimin drejt rrugés embriogjenike, nése kéto geliza do té

vendosen né kushte té pérshtatshme pér kété géllim. Stresi pér shkak té plagosjes,
kushtet e kulturés in vitro jané faktoré gé luajné rol kryesor né dediferencim..

Zhvillimi i embrioneve somatike fillon me fazén globulare dhe mé tej kalon népér
fazat tipike té embriogjenezés, pérkatésisht stadi globular, stadi né formé zemre,
stadi i torpedos dhe stadi kotiledonar. Me arritjen e késaj forme pérfundimtare,
pérfundon procesi i formimit té embrioneve somatiké.

Maturimi pérfshin grumbullimin e 1éndéve rezervé, ndalimin e rritjes dhe fitimin e
tolerancés ndaj tharjes. Ndryshe nga embriogjeneza zigotike ku maturimi ndodh
spontanisht, né embriogjenezén somatike ky proces nxitet duke vendosur embrionet
somatiké né tretésira me potencial osmotik té ulét té cilat shkaktojné dehidratim té
embrioneve osmotiké (p.sh. tretésitra me pérgendrim té larté té karbohidrateve,
alkooleve shegerore, etj.), ose duke aplikuar acidin abshisik (ABA).
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10.2. Kushtet e nevojshme pér induktimin, zhvillimin dhe
maturimin e embrioneve somatike

Pér njé specie té caktuar, efektiviteti né formimin e embrioneve somatike varet nga
gjenotipi, pasi vérehet njé variacion i madh né pérgjigjet midis kultivaréve.

Faktor ndikues i réndésishém éshté edhe pérzgjedhja e eksplantit mé efektiv pér kété
géllim. Embrionet zigotiké (ose indet e tjera né gjendje meristematike) jané burimet
mé té kérkuar té indeve, megjithaté, né disa raste, kéto eksplante mund té jené té
vEshtiré€ pér t’u izoluar. N¢€ specie qé€ rigjenerohen lehté, edhe pjesé bimore té tjera, si
p.sh. gjethet, rrénjét, bishtat e gjetheve, kércejt, etj. mund té pérdoren me mjaft
efektivitet si eksplante fillestare.

Terrenet ushgyese duhet té kené pérbérésit kryesoré pér rritjen e biméve, njé burim
karboni dhe fitohormonet e pérshtatshém pér rritjen e eksplantit dhe pér induktimin e
embrioneve somatike. Megjithése jané pérdorur shumé terrene ushqgyese, disa prej
tyre jané mé efektivé, si Gamborg (terreni B5), Murashige & Skoog (MS), Nitsch &
Nitsch ose Schenk & Hildebrandt (SH). Pavarésisht se terreni bazé mund té ndikojé
né pérgjigjen e hormoneve, rregullatorét bimoré té rritjes jané faktorét vendimtaré té
embriogjenezés somatike. Hormonet mé té réndésishém pér induktimin e
embriogjenezés somatike jané auksinat, t& cilat stimulojné formimin e masave
paraembriogjenike (PEMSs), grumbuj gelizash brenda popullatés gelizore gé fitojné
kompetencén pér té formuar embrionet somatike. Disa specie bimore formojné
embrione somatike duke pérdorur vetém auksina si rregullatoré té rritjes, por specie té
tjera kérkojné edhe citokinina. Acidi abshisik pérdoret gjerésisht né stadin e
maturimit t¢ embrioneve somatiké, ndérsa acidi giberelik (GA3), né stadin e mbirjes
sé tyre dhe fitimit té biméve té plota.

Raportime té ndryshme paragesin modifikime té shumta pérsa i takon pérmbajtjes sé
terrenit ushqyes né tipe dhe raporte pérbérésish organiké dhe inorganiké, apo
pérdorimit té stimujve té ndryshém té natyrés fizike apo kimike, né ményré gé té
optimizohet njé protokoll né varési té gjenotipit, sepse riprogramimi i gelizave té
specieve bimore té ndryshme éshté mjaft specifik pér secilin rast.

Protokolli 10.1: Induktimi i embriogjenezés somatike

- Fillimisht pérgatitet terreni ushqyes sipas procedurés sé paraqitur né Kapitullin 4.

- Pérsa i pérket pérmbajtjes minerale dhe vitaminike, mund té pérdoren dhe té
testohen tretésira bazale té€ ndryshme, pér té gjetur tretésirén mé efektive né varési té
gjenotipit té pérzgjedhur. Né shumé raste, kripérat e makro- dhe mikroelementéve jané
té pérgjysmuara né pérgendrimin e tyre;

- Raportimet e shumé autoréve tregojné njé kufi mjaft té gjeré té auksinave té
pérdorura pér induktimin e embriogjenezés somatike né shumé specie bimore.
Késhtu, pérgendrimi i acidit 2,4-diklorofenoksiacetik (2,4-D) mund té variojé 5 - 60
mg/l dhe ai i acidit naftaleneacetik (ANA) mund té jeté 20 - 50 mg/l. Né disa raste
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shtohet edhe benzil amino puriné (BAP) pérgendrimi i sé cilés gjithashtu mund té
variojé né vlerat 0.05 — 10 mg/l.. Pérve¢ pérgendrimit, edhe tipi dhe raporti hormonal
mund té ndryshojé né varési té species bimore;

- Prandaj, éshté e nevojshme té testohen dhe té krahasohen kombinime dhe tipe té
ndryshme rregullatorésh rritjeje pér kété géllim. Por, e réndésishme eshté té pérdoret
njé pérgendrim mjaft i larté i auksinave té cilat mundésojné riprogramimin e gelizave
somatike pér t’u kthyer né embriogjenike;

- Shtohet burimi i karbonit, agjenti xhelifikues si dhe standardizohet vlera e pH
né 5.7 — 5.8. Pas késaj, terreni sterilizohet né autoklavé dhe mé tej shpérndahet né
pjata Petri né fluksin laminar;

- Si eksplante fillestare, mund té pérzgjidhen inde nga biméza té rritura in vitro, té
cilat jané té stabilizuara pérsa i pérket asepsisé dhe stresit oksidativ. Sidoqofté, né
raste specifike mund té pérdoren edhe inde té marra nga bimé té rritura in vivo, té cilat
duhet t’i nénshtrohen procedurave té sterilizimit té eksplanteve (Shih: Protokolli 5.1);

- Pér induktimin e embriogjenezés somatike mund té pérdoren shumé lloje
eksplantesh si: embrione zigotiké, kotiledone, inde gjethoré e kércelloré, pjesé
rrénjore, etj.;

- Inokulohen eksplantet né pjatat e Petrit qé pérmbajné terrenin ushqyes. Vendosen
rreth 6 eksplante né ¢do pjaté, duke u pozicionuar mbi terrenin ushqyes né ményré té
tillé gé té mos zhyten thellé né té;

- Mbéshtillen pjatat me parafilm dhe vendosen né errésiré né temperaturé 27°C pér
4 -5 jave,

- Pas 4 - 5 javésh, kulturat transferohen né drit¢ (50 - 60 pumol m?™ dhe
fotoperiodé 16 oré) né 26°C pér 5 javé;

- Kulturat e kalluseve monitorohen né ményré té vazhdueshme pér rritjen dhe ndotjen /
infektimin e mundshém;

- Gjaté géndrimit né kéto kushte, eksplantet formojné kalluse (Fig. 10.1 a, b). Mund té
ndodhé gé né eksplant té vérehet formimi i kalluseve té ndryshme: embriogjenike dhe
joembriogjenike. Té parat dallohen sepse kané njé ngjyré kremi / té zbardhur té lehté,
ndérsa té dytat kané ngjyré kafe té errét;

Protokolli 10.2: Zhvillimi i embrioneve somatike

- Pérgatitet terreni ushqyes i pérshtatshém pér zhvillimin e embrioneve somatike.
Ekzistojné modifikime té ndryshme té terrenit né kété fazé, né varési kjo té gjenotipit,
por, kryesisht, ato karakterizohen nga mungesa e fitohormoneve dhe rregullatoréve té
rritjes;

- Njé karakteristiké tjetér gé bashkon terrenet né kété fazé éshté rritja e
pérgendrimit té sakarozés si dhe shtimi i karbonit aktiv né pérgendrimin 0.5 g/l. pH
stabilizohet né vlerén 5.8;

- Zakonisht, terreni né kété fazé éshté i xhelifikuar, por mund té pérdoret edhe
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terren i I&ngét, né tundje té vazhdueshme népérmjet njé tundési orbital,

- Népérmjet stereomikroskopit, izolohen kalluset embriogjenike dhe transferohen
né terrenin e zhvillimit t&¢ embrioneve somatike. Kjo éshté e domosdoshme pér
kanalizimin e masave paraembrionale (PEM) dhe shndérrimin e tyre né masa gelizore
embriogjenike;

- Kéto masa qelizore mbahen né kété terren pér 3 — 4 javé. Pas késaj ato
transferohen né terren té freskét. Embrionet mund té mbahen né kété terren edhe pér
njé periudhé disa mujore duke realizuar vrojtime dhe monitorime té vazhdueshme pér
té paré nevojén e transferimit né terrene té tjera;

- Embrionet e para zakonisht shfagen pas rreth 5 javésh. Formimi i embrioneve
somatike nuk éshté proces i sinkronizuar dhe né té njéjtin eksplant mund té vérehen
embrione né faza té ndryshme zhvillimi (nga stadi globular né até kotiledonar). Pér
kété arsye, duhet béré ndarja e tyre né varési té stadit té zhvillimit qé ata paragesin;

- Né stadin pasues, até té maturimit, duhet té transferohen vetém embrione gé
kané arritur fazén kotiledonare (Fig. 10.1 c) pasi né kété ményré shmanget mbirja e
parakohshme né kulturé, gjé qé do té sillte vleré té ulét té potencialit rigjenerues té
bimézave té fituara;

Protokolli 10.3: Maturimii embrioneve somatike dhe mbirja e tyre

- Pér maturimin e embrioneve somatike, fillimisht pérgatitet terreni ushqyes gé
mundéson kété proces.

- Terreni i maturimit té embrioneve somatike: Mund té pérzgjidhen tretésira
bazale té ndryshme pér kété stad, por né to shtohet:
» 18 mg/l acid abshisik (ABA);
* % (g/v) polietilen glikol (PEG) 4000;
» 0.05% (g/v) hidrolizat kazeine; 250 — 1000 mg/l L-glutaminé; 1,5 g/l karbon
aktiv;
» 30 g/l sakarozé ose maltozé.

Sidogofté kéta pérbérés mund té variojné midis protokolleve té ndryshme,
kushtézuar nga gjenotipi;

- Embrionet somatike né fazén kotiledonare transferohen né terrenin ushqyes té
maturimit, né kushte aseptike né fluksin laminar (Fig. 10.1 c);

- Pérgjithésisht, kulturat né kété fazé inkubohen né errésiré né temperaturé 24°C
pér 4 javé. Nése éshté e nevojshme, gjaté késaj kohe mund té transferohen né terrene
ushqyese té freskéta me té njéjtén pérmbajtje;

- Pér té shndérruar embrionet somatike té maturuara né bimé té plota, ato
transferohen né terrenin ushqyes té mbirjes;

- Terreni i mbirjes sé embrioneve somatike té maturuara: Né kété stad, terreni
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ushqyes ka né pérmbajtje mjaft té thjeshté. Zakonisht éshté pa hormone ose
rregullatoré rritjeje, por ndonjeheré mund té shtohet citokininé dhe auksiné né raportin
10 : 1. Burimi i karbonit (sakarozé, glukozé ose maltozé) mund té shtohet né vlerén
20 — 30 g/l, dhe zakonisht ky éshté terren i xhelifikuar me agar ose ndonjé agjent
tjetér xhelifikues;

- Embrionet somatike té maturuara transferohen né terrenin e mbirjes dhe kéto
kultura inkubohen pér rreth 4 javé né temperaturé 25 + 2°C nén njé fotoperiodé
16-oréshe, me intensitet ndrigcimi 50-60 pmol m 2 s ' t& siguruara nga llampat
fluoreshente té bardha té ftohta);

- Gjaté késaj periudhe embrionet somatike do té proliferojné. Duke gené se jané
struktura bipolare, do té vérehet organogjenezé e sythit t¢ majés dhe organogjenezé e
rrénjés, duke formuar késhtu bimé té plota (Fig. 10.1 d);

- Pas késaj periudhe, bimézat e fituara i nénshtrohen procesit té€ aklimatizimit sipas
procedurave té trajtuara né protokolli pérkatés;

- Pérpara transferimit né vazo me dhé té lagur, rrénjét e bimézave pastrohen me
kujdes nga agari me ujé cezme. Pas mbijelljes, ato mbulohen me polietilen. Vazot
vendosen né drité (12 -14 oré fotoperiodé) né dhomén e kulturés ose né njé mjedis té
kontrolluar (Shih: Protokolli 6.4);

- Pér c¢do stad realizohen fotografi me ndihmén e aparatit fotografik apo
stereomikroskopit. T€ dhénat pér numrin e embrioneve somatiké né ¢do eksplant fillestar,
madhésia e embrioneve dhe bimézave té reja paraqiten népér pasqyra dhe ndértohen
grafikét pérkatés, mbi bazén e té ciléve béhet interpretimi dhe diskutimi mbi t€ dhénat e
fituara;

Figura 10.1. a, b) Kalluse embriogjeniké nga kulturat rrénjore té shegés (Punica granatum L) c)
Embrion somatik né stadin kotiledonar i bajames sé egér (Prunus webbii L) d) Mbirja e
embrioneve somatiké té bajames sé egér (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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KAPITULLI 11

Teknologjia e farave sintetike

11.1. Farat sintetike dhe avantazhet e tyre

Farat sintetike, té quajtura dhe fara artificiale, jané zakonisht embrione somatike apo
cdo lloj materiali vegjetativ bimor i inkapsuluar. Eksplantet inkapsulohen brenda njé
kapsule prej algjinati, gé& i mbron nga kontaminimi ose démtimi dhe i furnizon me
Iéndé ushqyese, duke favorizuar mbirjen. Pér kété géllim jané testuar shumé agjenté
xhelifikues, por algjinati i natriumit éshté ai mé efektivi pér shkak té kostos sé ulét,
natyrés jotoksike té tij, si dhe cilésive xhelifikuese.

Zhvillimi i teknologjisé sé prodhimit té farave sintetike aktualisht konsiderohet si njé
metodé efektive dhe alternative e shumimit dhe/ose konservimit té specieve bimore
me interes dhe éshté aplikuar né shumé specie bimore me réndési si: bimét frutore,
drithérat, erézat, bimét zbukuruese, bimét mjekésore, etj. Teknologjia e inkapsulimit
(fara sintetike) konsiderohet njé metodé me shumé avantazhe, gé mund té pérdoret pér
transportin dhe/ose shkémbimin e materialeve bimore midis laboratoréve té kulturés
indore dhe, gjithashtu, pér konservimin e gjermoplazmés e specieve me réndési
ekonomike.

Parametrat e inkapsulimit, dehidratimit, temperatura e ruajtjes dhe koha e ruajtjes,
jané parametra qé duhet té optimizohen pér speciet e pérzgjedhura, pasi pér
konservimin e gjermoplazmés bimore é&shté e réndésishme té arrihet njé optimum
midis zgjatjes sé kohés sé konservimit, ruajtjes sé gjallérisé dhe stabilitetit gjenetik té
eksplanteve. Disa nga pérparésité kryesore té farave sintetike jané:

- Kané pérmasa té vogla, prandaj nuk kérkojné hapésira té médha pér ruajtje;

- Prodhohen né kushte aseptike dhe brenda tyre mund té inkapsulohen eksplante
té shéndetésuar;

- Transportohen lehtésisht dhe kostoja e transportit éshté e ulét;

- Pérdoren pér ruajtjen e specieve bimore té rrezikuara dhe pér ruajtjen e
varieteteve qé nuk prodhojné faré;

- Prodhohen gjaté gjithé vitit né kushte laboratorike, duke eleminuar efektin e
Sezoneve;

- Pérdoren pér ruajtjen afatshkurtér, afatmesme dhe afatgjaté té gjermoplazmés;
- Ruajné stabilitetin gjenetik té biméve;
- Pérdoren pér pérhapjen e biméve né shkallé té gjeré;
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11.2 Formimi i farave sintetike dhe rigjenerimi i biméve té plota
1121 Formimi i farave sintetike
Prodhimi i farave sintetike éshté njé proces mjaft kompleks dhe pérfshin kéto stade:

- Pérzgjedhja e materialit bimor;

- Formimi i embrioneve somatike ose organeve népérmjet embriogjenezés
somatike ose organogjenezeés;

- Inkapsulimi ose ndérfutja né kapsula algjinati;
- Prodhimi i farave sintetike;
- Testimi i aftésisé sé farave sintetike pér té rigjeneruar bimét;

- Ruajtja ruajtja, nése géllimi i formimit té tyre éshté konservimi afatmesém
ose afatgjaté i biméve.

QE té optimizohet njé proces inkapsulimi, nevojitet optimizimi i shumé faktoréve. Disa
prej mé té réndésishém né kété proces jané si vijon:

a) Eksplantet bimore: eksplantet bimore té pérdorura fillimisht pér prodhimin e
farave sintetike kané gené embrionet somatiké, por né ditét e sotme, pér kété géllim, mund
té pérdoren pjesé té ndryshme vegjetative. Pér prodhimin e farave sintetike, gjithmoné
pérdoren struktura té organizuara né ményré qé té ruhet stabiliteti gjenetik i biméve.
Pavarésisht se sythet e majés apo ato anésoré té pérdorur nuk kané rrénjé, ato mund té
rigjenerohen né bimé té plota né kushte in vitro.

b)  Agjentét xhelifikues: Thelbi i teknikés géndron né futjen e materialeve bimore
brenda kapsulave té xhelifikuara. Prej vitesh jané pérdorur njé numér i madh
agjentésh xhelifikues, secili me avantazhet apo disavantazhet e veta. Eshté mjaft e
réndésishme qé kapsula prej xheli té sigurojé géndrueshméri né vetvete, dhe té
mundésojé rigjenerimin e eksplanteve duke lejuar garjen e kapsulés.

c)  Né fillimet e késaj teknologjie éshté pérdorur oksidi i polietilenit (polioksi) dhe né
vitet e métejshme filluan gjerésisht té pérdoren hidroxhelet duke pérdorur agjenté té
ndryshém xhelifikues qé arrinin kété gjendje né tretésira ujore, por vetém nése
ekspozoheshin né kushte specifike. Gjithashtu éshté raportuar edhe pérdorimi i xheleve
organiké dhe proteiniké pér kété géllim. Té gjithé kéta agjenté té ndryshém xhelifikues,
paragesin avantazhe dhe/ose disavantazhe specifike (Pasqyra 11.1).

Nése agar-agari konsiderohet ai mé efektivi pér terrenet ushgyese té metodologjive in
vitro pér qgéllime mikroshumimi, konservimi etj. ku nuk pérfshihet veshje e
eksplanteve, algjinati i natriumit éshté ai mé i pérdorshmi pér ato teknika ku nevojitet
veshje apo inkapsulim eksplantesh, pavarésisht se pér ¢faré géllimi madhor realizohet
kjo tekniké. Ky agjent xhelifikues nuk shkakton toksicitet né eksplante, &shté mjaft i
géndrueshém né kushte té ndryshme rritjeje apo ruajtje, éshté pa ngjyré, pa erg,
xhelifikohet shpejt né prani té joneve dy valente té kalciumit etj. duke plotésuar
késhtu njé séré kriteresh qé justifikojné pérdorimin efektiv té tij.
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Protokolli 11.1: Pérgatitja e tretésirave paraprake té
domosdoshme pér inkapsulimin e eksplanteve

- Fillimisht pérgatitet terren i 1éngét, i modifikuar pasi jané eleminuar kripérat e
Ca®* (né ményré qé té parandalohet xhelifikimi i terrenit pas shtimit té algjinatit t&
natriumit);

- Ky terren i I1éngét (tretésira bazale zgjidhet né varési té géllimit dhe té species
bimore gé do té pérdoret) mund té pérmbajé ose jo hormone té shtuara. Dicka e tillé
vendoset né varési té protokollit specifik dhe géllimit se pérse do té pérdoren kéto
fara sintetike;

- Tretésira 1: Né njé ené kimike me véllim 200 ml, merren 80 ml nga terreni i
Iéngét i pérgatitur mé lart, dhe né té shtohet sakarozé 3% dhe algjinat natriumi 3% me
viskozitet t& mesém (Pasqyra 11.1 / tretésira 1). Pas késaj béhet tarimi né 100 ml duke
shtuar terren té Iéngét MS.

- Tretésira 2: Né njé ené kimike me véllim 200 ml, merren 80 ml nga terreni i
I8ngét i pérgatitur mé lart, dhe né té shtohet sakarozé 3 % dhe klorur kalciumi 1.1g ( 100
mM CaCl; x 2 H,0) (Pasqyra 11.1 / tretésira 2). Pas késaj béhet tarimi né 100 ml duke
shtuar terren té 1éngét MS.

- Shtimi i glicerolit si agjent kriombrojtés, nevojitet vetém né rastet kur farat
sintetike do té inkubohen né ngrirje té thellé (shih: Protokolli 12.4).

- Pér secilén tretésiré, matet pH dhe stabilizohet vlera e tij né 5.5;
- Té dyja kéto tretésira treten miré dhe sterilizohen né autoklavé;

- Pas ftohjes, Tretésira 1 vendoset ne njé pjaté Petri, ndérsa Tretésira 2 né njé goté
kimike né kushte aseptike, brenda fluksit laminar;

Pasqyra 11.1. Pérbérja e tretésirave gé nevojiten pér inkapsulimin e eksplanteve

Pérbérésit Sasia (pér 100 ml)
Tretésiral | Tretésira2
Makroelementé (10x) 10 ml 10 mi
Mikroelementé (10x) 10 mi 10 mi
Kelati i hekuri (100x) 1ml 1ml
Vitamina (100x) 1ml 1ml
Sakarozé 30 309
Glicerol Iml iml
Alginat natriumi 39 -
CaCl,x2H,0 - 11g¢g
pH 55 55
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Protokolli 11.2: Formimi i farave sintetike me ané té teknikés sé
inkapsulimit

- Si material fillestar pérdoren bimézat té rigjeneruara in vitro. Puna kryhet né
kushte aseptike fluks laminar. Me ané té njé pincete dhe té bisturisé, béhet prerja me
kujdes e sytheve;

- Sythet izolohen me pérmasé 1 — 5 mm dhe vendosen né pjatén e Petrit gé
pérmban Tretésirén 1. Béhet kujdes né vendosjen e eksplanteve né pjatén e Petrit,
duke i véné né distancé nga njéri - tjetri né ményré gé té shmanget bashkimi i dy ose
mé shumé sytheve bashké (Fig. 11.1 a);

- Me njé pipeté sterile Pasteur 10 ml, té cilés i éshté preré maja, merret
sythi bashké me me njé sasi nga Tretésira 1 gé pérmban algjinat natriumi (Fig. 11.1
b), dhe pérmbajtja e pipetés derdhet né gotén kimike ku gjendet Tretésira 2 (Fig. 2.3
c), me klorur kalciumi 100 mM;

- Eshté mjaft e réndésishme qé tretésira 2 té vendoset né njé goté kimike me
hapésiré té mjaftueshme dhe mése té lirshme pér pikézat, té cilat zhyten plotésisht né
kété tretésiré. Kjo mundéson gé ato té& marrin formé plotésisht té rrumbullakét;

- Algjinati i natriumit xhelifikohet né prani té joneve dyvalente té Ca* si pasojé e
njé shkémbimi té joneve Na* dhe Ca?*. Fortésia e xhelit varet sigurisht nga sasia e
algjinatit té natriumit, por, mbi té gjitha, varet nga sasia e joneve Ca®', pra nga
pérgendrimi i tretésisés CaCl -2H O, té pérdorur pér xhelifikim;

- Sythet lihen né kété tretésiré pér rreth 30 minuta né ményré gé té formohet
struktura pérfundimtare e kapsulave xhelatinoze (Fig. 11.1 c, d);

- Secila prej tyre do té jeté me pérmasa rreth 5 mm dhe do té keté njé eksplant né
brendési. Mund té ndodhé gé gjaté marrjes sé eksplanteve me tretésirén e algjinatit, té
pérfshihen né pipeté dy eksplante té vegjél. Kjo do té cojé né formimin e njé fare
sintetike me dy eksplante brenda saj, por kjo nuk pérbén problem nése inkapsulimi ka
ndodhur plotésisht dhe té dy eksplantet jané pérfshiré brenda kapsulés sé xhelit;

11.22.  Rigjenerimi i farave sintetike dhe shndérrimi né bimé té plota

Teknologjia e farave sintetike konsiderohet efektive nése ato kané fugi mbirése dhe
arrijné té shndérrohen né bimé té plota. Pavarésisht géllimit se pérse ato krijohen:
mikroshumim, konservim, shkémbim gjermoplazme, etj., kusht themelor éshté rirritja
optimale pa cénuar potencialin rigjenerues té tyre, duke mundésuar formimin e
biméve té plota (Fig. 11.2).

Protokolli 11.3: Rirritja e farave sintetike dhe formimi i biméve té
plota

- Farat sintetike té krijuara mund té pérdoren pér géllime té ndryshme si,
mikroshumim, konservim, transport né laboratore té tjera, etj.
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- Ato etiketohen me té dhénat specifike, inokulohen né terrene ushqyese dhe
inkubohen né dhomé vegjetative me parametra fiziké té kontrolluar;

- Nése géllimi éshté mikroshumimi, ato inokulohen né terrene ushqyese té
optimizuara pér kété proces. Né kété fazé mund té testohen tretésira bazale té
ndryshme, raporte ose lloje té ndryshém té rregullatoréve té rritjes, burimeve té
karbonit, etj. Ky stad realizohet né¢ temperaturé né 25°C;

- Farat sintetike té prodhuara mund té pérdoren pér shumé géllime, njé prej té
ciléve éshté dhe konservimi i gjermoplazmés bimore me interes. Drejtimet kryesore té
ruajtjes qé pérfshijné teknikat in vitro, jané ato té rritjes minimale dhe
kriokonservimi. Edhe farat sintetike pérfshihen pér ruajtje afatshkurtér / afatmesme
dhe afatgjaté, duke aplikuar té gjitha teknikat gé kané rezultuar té suksesshme edhe
pér konservimin e formave té tjera té materialeve bimore.

- Nése qéllimi éshté konservimi afatmesém, paraprakisht mund té testohen
temperatura té ndryshme té inkubimit (zakonisht 4 - 8°C) pér njé periudhé té caktuar
(Shih: Protokolli 12.1), ose dehidratim paraprak me tretésira me pérgendrime té
ndryshme sakaroze, ose manitoli, ose sorbitoli, etj. (shih: Protokolli 12.2), ose
modifikim i njé prej pérbérésve té terrenit ushqyes, shtimi i vonuesve té rritjes,
reduktim i sasisé sé oksigjenit, ulje e intensitetit té ndrucimit, etj.

- Nése géllimi éshté konservimi afatgjaté, kriokonservimi népérmjet inkapsulim -
dehodratimit ndiget protokolli pérkatés (shih: Protokolli 12.4);

- Né cdo rast, farave i testohet potenciali rigjenerues népérmjet vlerésimit té
rirritjes né kushtet optimale té€ dhomés vegjetative;

Kryhet vézhgimi periodik pér té paré vijueshmériné e carjes sé farés / kapsulés
xhelatinoze dhe mbirjes sé sytheve, si dhe vlerésohen pér shfagje té infeksioneve té
mundshme
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Figura 11.1. a) Transferimi i sytheve té arrés (Juglans regia L) né tretésiré algjinati; b) Marrja me
pipeté e tretésirés me pérmbajtje algjinati sé bashku me njé syth ¢) Pipetimi né tretésirén qé
pérmban klorur kalciumi dhe formimi i farave sintetike d) Pamje e ploté e farave sintetike
(Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Figura 11.2. a, b) Rigjenerimi i bimézave té arrés (Juglans regia L) ¢, d) Rigjenerimi i bimézave
té asterit (Galatella albanica L) (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i
Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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KAPITULLI 12

Konservimi in vitro: rritja minimale dhe
kriokonservimi

12.1. Domosdoshmeéria e aplikimit té metodave té konservimit in vitro

Resurset (burimet) gjenetike bimore pérfshijné té gjitha kombinimet e gjeneve qé
rrjedhin nga evoluimi i specieve bimore.té konservimit bimor. Né resurset gjenetike
bimore pérfshihen si format me rritje spontane (té egra), ashtu dhe ato té kultivuara
me interes ekonomik, ekologjik etj. jo vetém pér kohét e sotme, por vecanérisht pér té
ardhmen. Mé té réndésishmet jané ato specie gé pérbéjné bazén ushgimore né mbaré
botén, dhe qé domosdoshmérisht duhet té pérfshihen dhe né programet e pérmirésimit
dhe té konservimit bimor.

Ruajtja in vivo paraget avantazhe té shumta, por, né disa raste, kjo strategji e
konservimit té resurseve bimore éshté e rrezikuar nga katastrofa natyrore té€ ndryshme
si pasojé e ndérveprimit té faktoréve té shumté abiotiké dhe biotiké. Me zhvillimin e
bioteknologjisé, teknikat in vitro jané zhvilluar shumé dhe mundésojné klonimin,
shumimin e shpejté dhe konservimin e gjermoplazmés bimore. Qéllimi themelor i
aplikimit té kétyre metodologjive éshté zgjatja sa mé shumé e periudhés sé
konservimit, por duke ruajtur stabilitetin gjenetik té materialit bimor. Element i
réndésishém éshté dhe fakti gé, zakonisht me kéto metoda, ruhen biméza gé gjenden
né kushtet e kultivimit in vitro..

Kéto jané teknika gé kursejné kohé& dhe hapésiré, lehtésojné shkémbimin e
gjermoplazmés, mundésojné ruajtjen vetém té njé numri té vogél individéshté
cilét mund té rigjenerohen me shpejtési né cdo kohé gé nevojitet etj. Megenése
izolohen eksplante me pérmasa té vogla, ky éshté njé tjetér avantazh i metodologjive
in vitro pasi nuk rrezikohen popullatat natyrore apo bimét méma nga marrja e kétyre
eksplanteve. Teknikat e konservimit in vitro klasifikohen né dy grupmetoda gé jané:

() rritja minimale, metodé gé garanton konservimin pér njé periudhé disa mujore
deri né 1 - 2 vjecare, gé njihen pérkatésisht si ruajtje afatshkurtér dhe afatmesme;

(i) kriokonservimi gé garanton ruajtjen afatgjaté, apo shumévijecare;

12.2.  Konservimi me metoda té rritjes minimale

Né bazé té strategjisé sé ruajtjes sé biméve spontane, si géllim kryesor i
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mikroshumimit té tyre, konsiderohet mundésia e ruajtjes sé gjermoplazmés me
metodén e rritjes minimale. Kjo metodé pérdoret sot me sukses pér ruajtjen e soecieve
bimore me réndési ekonomike, vlera mjekésore, té rralla, endemike dhe té kércénuara
pér zhdukje, etj.

Metodat e rritjes minimale konsistojné né aplikimin e protokolleve specifiké duke
modifikuar faktoré fiziko-kimiké me géllim ngadalésimin e metabolizmit gelizor. Kjo
do té mundésonte realizimin e subkulturave né njé distancé kohore té konsiderueshme
nga njéra —tjetra. Né kéto kushte, periudhat mes subkulturave mund té arrijné nga disa
muaj, deri né 1 — 2 vjet. Ajo cfaré éshté e réndésishme éshté fakti se, duke marré
struktura té organizuara si eksplante fillestare, ruhet stabiliteti gjenetik i materialeve
bimore té konservuara. Ekzistojné disa metoda gé pérdoren pér konservimin
afatshkurtér dhe afatmesém, por mé poshté paragiten protokollet e metodave mé
efektive, té cilat jané aplikuar me sukses edhe pér konservimin e shumé specieve
autoktone shqiptare.

12.2.1.  Inkubimi né temperatura 2 — 8°C

Temperaturat 25 + 2°C konsiderohen si optimale pér realizimin me efektivitet té
shumé reaksioneve metabolike né gelizé. Reduktimi i vlerave té temperaturés dhe
inkubimi né 2 — 8°C, shkakton ngadalésim té metabolizmit, pasi njé séré reaksionesh
té varura nga ky faktor realizohen né minimumin e tyre apo pésojné ndérprerje té
ploté. Né disa raste, inkubimi mund té realizohet né fotoperiodé 16 oré ndricim / 24
oré, ose inkubimi né kéto vlera temperature (2 — 8°C) mund té béhet edhe né errésiré
té vazhdueshme.

Reduktimi i temperaturés konsiderohet si njé nga metodat mé efektive té rritjes
minimale, gé, pér shumé specie bimore, ka rezultuar efektive pér njé periudhé
konservimi afatmesém, edhe deri né tre vjecar. Pér kété arsye, shumica e laboratoréve
gé pérdorin teknika in vito, jané té pajisur me inkubatoré specifik, té cilét ofrojné
programimin e déshiruar pér konservim né temperatura té uléta, pak mbi vlerén zero,
me kontroll ndrigimi ose jo. Né té tillé inkubatoré ruhen stoget bimore me interes, té
pérdorshém né ¢do kohé gé nevojitet.

Protokolli 12.1: Konservimi né temperaturé 2 — 8°C

- Fillimisht, duhet té stabilizohet protokolli i mikroshumimit pér specien bimore
gé do té konservohet, pavarésisht se cila do té jeté metoda e konservimit gqé do té
aplikohet (Shih: Kapitulli 6);

- Pérgatitet terren ushqyes i xhelifikuar i optimizuar pér fazén e subkulturés
(tretésira bazale zgjidhet né varési té species bimore qé do té konservohet) dhe
sterilizohet né autoklavé;

- Si material fillestar pér konservim, merren biméza té rigjeneruara in vitro, té
cilat ruhen né dhomén vegjetative. Kéto biméza duhet té kené kaluar stadin e
inokulimit / stabilizimit, dhe té jené té gatshme pér té kaluar né subkulturég;
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- Bimézat in vitro té prodhuara gjaté subkulturave mbahen pér rreth dy javé né
dhomén vegjetative né kushtet normale: fotoperiodé 16 oré ndricim/24 oré dhe
temperaturé 25 + 2°C;

- Pas késaj periudhe, bimézat in vitro, inokulohen né kushte aseptike né terrenet e
pérgatitura paraprakisht dhe inkubohen né kushte té errésirés sé ploté dhe té
reduktimit té temperaturés (2 - 8°C) né inkubator biologjik gé plotéson kéto kushte
ruajtjeje (Fig. 12.1). Bimézat mund té inkubohen edhe né fotoperiodé 16 oré ndrigcim /
24 oré né temperaturé (2 - 8°C);

- Inkubimi né kushte té tilla temperature shkakton njé gjendje stresi pér
eksplantet bimore, prandaj éshté e domosdoshme gé terreni ushqyes té jeté i
optimizuar pér stadin e subkulturés, né ményré gé bimézat té mos pérballen edhe me
stres kimik, pérveg atij fizik;

- Né té tilla kushte mund té vendosen pér ruajtje afashkurtér ose afatmesme edhe
farat sintetike (shih: Protokolli 11.3);

- Kulturat testohen pér periudha té ndryshme ruajtjeje (3, 6, 10, 14 muaj);

- Pér secilén periudhé konservimi analizohet pérgindja e mbijetesés duke
vrojtuar né ményré periodike gjendjen e bimézave né kushtet specifike té inkubimit.
Né gofté se eksplantet paragesin nekroza té thella, ato konsiderohen si té pambijetuar;

- Pér rigjenerimin e bimézave, enét e kulturés nxirren nga inkubimi né temperaturé 2
- 8°C dhe menjéheré kalohen né kushte té inkubimit né temperaturé 25°C;

- Pas 3 — 4 ditésh, kéto biméza inokulohen né terrene ushqyese té freskéta, té
optimizuara pér stadin e subkulturés, pérbérje terreni gé éshté stabilizuar dhe paracaktuar
gé gjaté mikroshumimit fillestar té eksplanteve né kulturg;

- Pas késaj, analizohet pérgindja e rigjenerimit pas rikultivimit té eksplanteve né
terrenin pérkatés té mikroshumimit;

- Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime dhe fotografime pér té analizuar
mé miré dinamikén e parametrave té monitoruar gjaté konservimit né kushtet e
lartpérmendura;

Figura 12.1. Konservimi né temperaturé 2 — 8°C né errésiré a) Ené kulture t& inkubuara né kéto
kushte b) Inkubatori i konservimit né 2 — 8°C (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)
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12.2.2.  Modifikimi i terrenit ushqyes

Pér té siguruar njé rritje optimale t& biméve, terreni ushqyes i kulturés duhet té jeté i
optimizuar né té gjitha kategorité e pérbérésve té tij. Reduktimi i pérgendrimit té njé
pérbérési, apo shtimi tej normave do té shkaktonte deficenca ushgimore né rastin e
paré dhe shfagje té simptomave té lidhura me toksicitetin né rastin e dyté. Shumé
nga pérbérésit themeloré té terrenit ushqyes (makroelementé, mikroelementé,
pérbérés organiké, burimi i karbonit, fitohormonet, etj.) mund té shtohen nén vlerén
optimale, gjé gé do té shkaktonte njé stres kimik, dhe do té ngadalésohej rritja.
Toleranca e specieve bimore pér strese kimike varion shumé, gjé gé kérkon
optimizim protokolli rast pas rasti. Raportohet se metoda té tilla té rritjes minimale,
mé sé shumti sigurojné ruajtje pér periudha afatshkurtra.

Protokolli 12.2: Konservimi duke modifikuar terrenin ushqyes

- Si material fillestar pér konservim, merren biméza té rigjeneruara in vitro, té
cilat ruhen né dhomén vegjetative. Kéto biméza duhet té kené kaluar stadin e
inokulimit / stabilizimit, dhe té jené té gatshme pér té kaluar né subkulturég;

- Pérgatitet terreni ushqyes sipas njé protokolli specifik, duke modifikuar
pérbérjen kimike sipas metodés sé zgjedhur;

- Duhet té kihet parasysh gé vetém 1 - 2 pérbérés mund té modifikohen, pasi nése
reduktohen njékohésisht shumé pérbérés té terrenit ushqyes, kjo do té shkaktonte njé
stres shumé té forté pér eksplantet dhe ato zor se do té mbijetonin.

- Eksplantet inokulohen né kushte aseptike né terrenet e pérgatitura paraprakisht dhe
inkubohen né fotoperiodé 16 oré ndricim / 24 oré dhe temperaturé 25°C. Nuk nevojitet
sterilizimi i eksplanteve, pasi ato gjenden né kushte aseptike;

- Eshté e nevojshme gé kushtet fizike té jené ato gé i pérgjigjen mikroshumimit, pasi
nuk paragitet efektivitet aplikimi i shumé streseve njékohésisht;
- Disa nga metodat efektive t€ modifikimit té terrenit ushqyes jané:

* Tretésiré bazale 50% pa sakarozé.
» Terren ushqyes pa fitohormone.
« Eleminim i vitaminave nga tretésira bazale;

* Reduktim i njé kripe gé furnizon me njé element mineral esencial né
tretésirén bazale;

« Shtimi i vonuesve té rritjes (ABA, hidrazidé maleike, paklobutrazol etj.);

« Shtimi i alkooleve shegerore (manitol, sorbitol, etj.) né terrenin ushqyes;

« Shtimi i burimit té karbonit mbi vlerén optimale;

* et].
- Né té gjitha metodat e lartpérmendura, té gjithé pérbérésit e tjeré té terrenit, me
pérjashtim té pérbérésit gé modifikohet, jané té njéjté me stadin e subkulturés;
- Kulturat testohen pér ruajtje pér periudha té ndryshme (3, 6, 10, 14 muaj). Pér
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secilén periudhé konservimi analizohet pérgindja e mbijetesés duke vrojtuar né
ményré periodike gjendjen e bimézave né kushtet specifike té inkubimit;

- Pér rigjenerimin e bimézave, kéto té fundit kalohen né terrene té freskéta me
pérbérje té tillé té stabilizuar dhe paracaktuar qé gjaté mikroshumimit fillestar té
eksplanteve né kulturég;

- Pas késaj, analizohet pérgindja e rigjenerimit pas rikultivimit té eksplanteve né
terrenin pérkatés té subkulturés;

- Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime dhe fotografime pér té
analizuar dinamikén e parametrave té ndryshém gjaté konservimit.

12.2.3.  Dehidratimi paraprak i eksplanteve bimore

Me qéllim konservimin afatshkurtér ose afatmesém té eksplanteve té ndryshém
bimoré, njé metodé tjetér éshté dhe dehidratimi paraprak duke pérdorur tretésira
hipertonike, kryesisht me pérmbajtje karbohidratesh ose alkoolesh shegerore. Né kéto
kushte, pér shkak té diferencave né vlerén e potencialit ujor, uji léviz népérmjet
0smozés nga zona me potencial ujor mé té larté (qé éshté brenda gelizave), drejt
zonés me potencial mé té ulét (mjedisi i jashtém). Si rrjedhim, gelizat humbasin ujé
duke kaluar né plazmolizé.

Dehidratimi i eksplanteve éshté proces mjaft delikat, i cili duhet aplikuar me kujdes té
vecanté. Shkalla e dehidratimit ndikon shumé né potencialin rigjenerues té indeve gé i
jané nénshtruar kétij procesi. Né shumeé raste, shkalla e dehidratimit éshté kaq e larté sa
gelizat pésojné plazmolizé mijaft té thellé, aq sa nuk mund té kalojné mé né
deplazmolizé e té arrijné gjendjen e méparshme. Procedura konsiderohet efektive né
rastet kur eksplantet, pas rihidratimit té tyre né kushte optimale, arrijné té
rigjenerojmé bimé té plota. Pérgjithésisht, kjo tekniké vlerésohet si metodé efektive e
ruajtjes pér periudha disa mujore.

Pas procedurés sé dehidratimit, vijon inokulimi i eksplanteve té dehidratuar né
terrenet ushgyese té optimizuara pér stadin e subkulturés, specifik pér specien bimore

gé do té konservohet. Njé nga llojet e eksplanteve qé mé sé shumti konservohen
népérmjet késaj metode, jané farat sintetike.

Protokolli 12.3: Konservimi afatshkurtér ose afatmesém i farave
sintetike népérmjet dehidratimit paraprak

- Fillimisht formohen farat sintetike sipas Protokollit 11.1. Farat sintetike té
formuara vendosen né seriné e tretésirave dehidratuese / terrene té léngéta me
pérmbajtje sakaroze, manitoli, sorbitoli, etj. me pérgendrime né rritje 0.25 M, 0.5 M,
0.75 M, dhe 1M pér 16 — 24 oré né secilén tretésiré (Pasqyra 12.1);

- Rekomandohet qé ky proces té zhvillohet né njé tundés orbital, gjé Qgé
mundéson njé dehidratim optimal té eksplanteve;

- ME tej, farat sintetike té dehidratuara, shpélahen me ujé steril né ményré gé té
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largohen mbetjet e tretésirés dehidratuese nga sipérfagja e tyre;

- Pas késaj, ato inokulohen né terrenin pérkatés té subkulturés, dhe vlerésohet né
ményré periodike pérgindja e rirritjes dhe e rigjenerimit pas dehidratimit né secilin
pérgendrim té agjentit dehidratues (Fig. 12.2);

- Testimi i pérgendrimeve té ndryshme té tretésirés dehidratuese éshté njé
proceduré e domosdoshme pér té vlerésuar pérgendrimin mé té miré té tretésirés
dehidratuese gé siguron pérgindje mé té larté rigjeneruese pas kétij stadi (shih:
Protokolli 11.3);

- Sa mé i larté té jeté pérgendrimi i tretésirés dehidratuese efektive, ag mé e gjaté
rezulton dhe koha e konservimit afatmesém. Por, né pérgendrime té larta ekziston
edhe rreziku i humbjes sé aftésisé rigjeneruese té eksplanteve.

- Né disa raste, dehidratimi mund té béhet edhe vetém né njé pérgendrim té
ulét té tretésirés dehidratuese, dhe kohézgjatja e trajtimit mund té vazhdojé edhe deri
né 72 oré. Pas késaj, vlerésohet potenciali rigjenerues i farave sintetike té
dehidratuara dhe formimi i biméve té plota nga to (shih: Protokolli 11.3);

- Kulturat testohen pér ruajtje pér periudha té ndryshme (3, 6, 10, 14 muaj); Pér
secilén perudhé konservimi analizohet pérgindja e mbijetesés duke vrojtuar né
ményré periodike gjendjen e bimézave né kushtet specifike té inkubimit pas
dehidratimit té tyre;

- Ajo gé mund té ndodhé gjaté konservimit té farave sintetike éshté se kéto té
fundit mund té paragesin fugi mbirése té larté, por potencial rigjenerues mjaft té ulét.
Kjo rezulton me njé koeficient mikroshumimi gé nuk realizon objektivin e kérkuar né
lidhje me biomasén e krijuar népérmjet subkulturave né stadet pasuese;

Pasqyra 12.1. Terrenet e 1éngéta té fazés sé dehidratimit

TRETESIRA
Pérberesit 025M | 050M 0.75 M 1M
(100 ml) (100 ml) (100 ml) (100 ml)

Makroelementé (10x) 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Mikro elementé (10x) 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Kelati i hekurit (100x) 1ml 1 ml 1ml 1ml
Vitaminat (100x) 1ml 1 ml 1ml 1ml
Sakarozé 8,59 17,1g 25,69 34,29

pH 55 55 55 55
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Figura 12.2. Fara sintetike t& a) Juglans regia L b) Prunus sp. pas dehidratimit paraprak
(Laboratori i kulturave gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

12.3. Kriokonservimi

Népérmjet metodés sé kriokonservimit, materali gjenetik ngrin né temperaturén e
azotit té léngét (-196°C) dhe metabolizmi ndérpritet pothuajse plotésisht, por
materialet bimore mbeten té géndrueshme gjenetikisht dhe ruajné aftésiné
rigjeneruese. Ngrirja e bén ujin té papérshtatshém pér proceset metabolike.
Reaksionet biokimike dhe difuzioni ndérpriten nga shndérrimi i ujit né akull né
temperatura tepér té ulta, gjé gé shkakton ndérprerjen pothuajse té ploté té
metabolizmit gelizor, duke mundésuar késhtu gé eksplantet té€ ndérpresin rritjen e tyre
né té tilla kushte. Pér kété arsye, trajtimi me tretésira kriombrojtése té cilat ulin pikén
e ngrirjes sé léngjeve gelizore éshté njé fazé e réndésishme gjaté procedurés sé
kriokonservimit. Lloji i agjentéve kriombrojtés gé pérdoren si dhe pérgendrimi i
tretésirés kriombrojtése, jané faktoré vendimtaré pér suksesin e ruajtjes né
temperaturé -196°C té azotit té léngét.

. Teknikat e ngrirjes né azot té 1éngét bazohen né pérdorimin e disa metodave:
. Metodat fizike (inkapsulim-dehidratimi);

. Metodat kimike (vitrifikimi);

. Kombinim i te dy metodave (inkapsulim-vitrifikimi);

. Ngrirja e pikézave t&¢ DMSO-sg;

. etj.

a) Metoda e inkapsulim — dehidratimit pérdoret pér ruajtjen e eksplanteve né
temperatura kriogjenike pasi mundéson mbijetesé té larté dhe ruajtje té potencialit
rigjenerues pas ringrohjes sé kapsulave xhelatinoze dhe rikultivimit té tyre né kushtet
standarde té mikroshumimit. Kjo metodé bazohet né aftésiné xhelifikuese dhe
sferifikimin e pikézave té algjinatit me njé eksplant né brendési kur ato bien né
kontakt me jonet e kalciumit apo magnezit (Shih: Kapitulli 11).
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b)  Vitrifikimi vlerésohet si njé metodé mjaft efektive pér kriokonservim qé
mundéson ruajtjen né temperatura kriogjenike té gelizave té gjalla té hidratuara né
mungesé té akullit. Vitrifikimi thjeshton dhe pérmiréson shpesh krioruajtjen sepse
eliminon démtimet mekanike nga akulli, shmang nevojén pér té gjetur shkallét
optimale té ftohjes dhe ngrohjes, shkallén e dehidratimit, etj. Formimi i ‘gelqit’ pa
kristalizim, éshté njé nga parimet bazé té pérdorur né metodat e krioruajtjes sé
biméve.

Tretésirat krioprotektive té vitrifikimit zvogélojné rrezikun e démtimit té strukturave
té organeleve duke shmangur formimin e kristaleve té akullit. Kjo arrihet duke rritur
viskozitetin e gelizés deri né pikén né té cilén formimi i akullit pengohet si brenda
ashtu edhe jashté saj. Késhtu, tretésirat krioprojtése mbrojné membranat gelizore me
njé Iéng xhelatinoz dhe mund té formojné njé gjendje gelqi né qgeliza, e cila i ndihmon
bimét té mbijetojné né temperatura kriogjenike. Substanca krioprotektive jané
gliceroli, dimetil sulfoksidi (DMSO), etilen glikoli (EG), propilen glikoli (PG),
sakaroza, sorbitoli, etj. té cilét pérdoren né pérgéndrime té ndryshme né kombinim me
terrenin MS pér té lejuar dehidratim té mjaftueshém té materialit bimor dhe gjithashtu
nxisin procese krioprotektive tek gelizat. Pavarésisht nga toksiciteti i Solucionit té
Vitrifikimit t¢ Biméve 2 (Plant Vitrification Solution 2 - PVS2), ai gjithsesi mbetet
njé zgjidhje shumé efektive e vitrifikimit pér shumé specie bimore.

Kjo tekniké éshté pérsosur shumé gjaté 30 viteve té fundit. Prandaj, vitrifikimi ka
filluar té pérdoret gjerésisht pér ruajtjen afatgjaté né azot té Iéngét t& shumicés sé
llojeve té sistemeve biologjike (duke pérfshiré molekulat, gelizat, indet, organet).

Protokolli 12.4: Kriokonservimi népérmjet metodés sé inkapsulim-
dehidratimit

Inkapsulim — dehidratimi i eksplanteve

Inkapsulimi;

- Eksplantet inkapsulohen duke shfrytézuar aftésiné xhelifikuese té algjinateve né
prani té joneve té kalciumit (Ca?*) (Shih: Protokolli 11.1);

Dehidratimi I:

- Pas formimit, eksplantet e inkapsuluar dehidratohen né tretésira me pérmbajtje
agjentésh dehidratues (sakarozé, manitol, sorbitol, etj.) me pérgendrime té ndryshme
0.25 M, 0.5 M, 0.75 M, dhe 1M pér 16 — 24 oré (Shih: protokolli 12.3);

- Hapat 1 — 5 té Protokollit 12.3 jané té nevojshém pér té vlerésuar pérgendrimin e
sakarozés, qé siguron pérgindje mé té larté rigjeneruese pas kétij stadi dehidratimi;

- Pérgendrime té larta té tretésirés dehidratuese mund té shkaktojné humbje té
potencialit rigjenerues té eksplanteve. Pérgendrimet e uléta nuk do té realizonin
dehidratimin maksimal té eksplanteve, gjé qé do té shkaktonte formimin e kristaleve
té akullit gjaté zhytjes né -196°C, dhe vdekje té tyre gjaté inkubimit né keto kushte;
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Dehidratimi Il:

- Eksplantet e inkapsuluar pas stadit | té dehidratimit, nxirren nga tretésira
dehidratuese dhe thahen me njé letér filtri sterile né ményré gé té largohet teprica e
lagéshtirés né sipérfagen e tyre;

- Vendosen eksplantet e inkapsuluar né pjata Petri gé pérmbajné rreth 30 g silika
xhel dhe thahen né rrymén e fluksit laminar pér rreth 4 orég;

- Duhet té kihet parasysh gé né ¢do proceduré té kryhet né kushte aseptike;
Ngrirja:
- Vendosen sferat xhelatinoze (pas dehidratimit né dy stade) né kriotuba me

véllim 1.8 — 2.0 ml. (rreth 5 pér ¢do kriotub) dhe zhyten né azot té Iéngét né
kriokonservator.

- Lihen pér ruajtje afatgjaté né té tilla kushte, por né ményré periodike testohen pér
potencialin e mbijetesés dhe até rigjenerues duke u Kkultivuar né terrenin e
mikroshumimit dhe né kushtet optimale té faktoréve fiziké qé i pérgjigjen stadit té
subkulturés;

Shkrirja
- Ngrohen kriotubat (pasi nxirren nga kriokonservatori) né temperaturé 35 —40°C
pér rreth 5 - 10 min;

- Shpélahen me njé tretésiré sterilizuese pér té eleminuar ndotés t& mundshém nga
sipérfagja e tyre gjaté kohés gé kané gené né kriokonservator;

- Nxirren eksplantet e inkapsuluar dhe shpélahen me ujé steril né ményré qé té
largohen mbetjet e tretésirés dehidratuese nga sipérfagja e tyre;

- Transferohen né terrenin e subkulturés dhe inkubohen né temperaturé 25°C me
fotoperiodé 16 org;

- Testohet pérgindja e mbijetesés dhe e rigjenerimit té eksplanteve té
inkapsuluar pas daljes nga azoti i |éngét;
- Mé tej vijohet me stadet e tjera té mikroshumimit;

- Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime, matje, fotografime, etj., pér té
vlerésuar efektivitetin e procedurés dhe gjetjen e trajtimit optimal;

Protokolli12.5: Kriokonserviminépérmjet metodés sévitrifikimit
Tretésirat kriombrojtése:

- Pérgatitet 250 ml terren i 1éngét MS (ose ndonjé tretésiré tjetér bazale);

- Tretésira MS me sakarozé 1.2 M (tretésiré shpélarése / jombushése):
peshohen 20.5 g sakarozé, treten dhe ¢ohen né véllim 50 ml me terren té 1éngét MS té
pérgatitur né hapin e mésipérm. Stabilizohet vlera e pH né 5.8;
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- Tretésira MS me sakarozé 0.4 M: peshohen 6.85 g sakarozé, treten dhe ¢ohen
né véllim 50 ml me terren té 1éngét MS té pérgatitur né hapin e paré. Stabilizohet
vlera e pH né 5.8;

- Tretésira PVS2 — Pérgatitja e 100 ml: (30 % di glicerol (g/v) + 15 % (g/v)
polietilen glikol + 15 % DMSO (g/v) né terren MS me sakarozé 0.4 M).

Pérzihen sé bashku 27 ml glicerol + 16 ml polietilen glikol (PEG) + 16 ml DMSO
(dimetilsulfoksid). Shtohet 41 ml tretésiré MS 0.4 M sakarozé. Stabilizohet vlera e pH
né 5.8;

- Tretésira kriombrojtése (Tretésira mbushése) — Pérgatitja e 75 ml (2 M
glicerol + tretésiré MS 0.4 M sakarozé)

a. Peshohet 13.8 g glicerol dhe ¢ohet né véllim 37.5 ml me ujé té distiluar;
b. Peshohet 10.27 g sakarozé dhe ¢ohet né véllim 37.5 ml me ujé té distiluar;
c. Bashkohen dy tretésirat dhe rregullohet vlera e pH né 5.8.

Procedura e vitrifikimit

- Vendosen eksplantet (sythe me pérmasé 1 — 5 mm) né kriotuba me véllim 1.8
— 2.0 ml. Né 1 kriotub mund té vendosen deri né 10 eksplante, né varési kjo té pérmasés
sé eksplanteve;

- Trajtohen eksplantet né kriotub me tretésirén mbushése / kriombrojtése (2M
glicerol + tretésiré MS 0,4 M sakarozé) pér 20 — 30 min. Ky trajtim realizohet né
temperaturé rreth 25°C;

- Largohet tretésira mbushése népérmijet njé shiringe;
- Shtohet tretésira PVS2 derisa té mbulohen eksplantet dhe lihen né kéto kushte
pér 30, 60 dhe 90 min. (ndahen né 3 grupe). Ky trajtim realizohet né temperaturé 0°C:
- Pas c¢do trajtimi, largohet népérmjet njé shiringe tretésira PVS2, dhe:
a. Eksplantet nga ¢do trajtim, shpélahen 2 — 3 heré me tretésirén jombushése MS
me sakarozé 1.2 M. Mbahen né kété tretésiré pér 20 — 30 min.;

b. Mé tej, largohet tretésira jombushése / shpélarése népérmjet njé shiringe dhe
eksplantet kultivohen né terren mikroshumimi pér té testuar pérgindjen e
mbijetesés dhe té rigjenerimit;

c. Ky stad vlen pér té evidentuar trajtimin gé siguron mbijetesé dhe
kriombrojtie mé té larté duke vlerésuar potencialin rigjenerues té
eksplanteve;

- Pas optimizimit té stadit té mésipérm, kriotubat me eksplantet e zhytur né PVVS2
vendosen né azot té léngét;

- Lihen né té tilla kushte pérsa kohé gé gjykohet e nevojshme, duke gené se
géllimi éshté ruajtja afatgjaté. Sidoqofté, né ményré periodike kryhen monitorime té
vazhdueshme pér té verifikuar mbijetesén e eksplanteve té kriokonservuar;

- Kriotubat nxirren nga azoti i Iéngét dhe dhe zhyten né banjo uji né 40°C derisa
té shkrijé akulli;

117



- Pas késaj ndiget procedura né stadin 5 (a — c);

- Té gjitha manipulimet kryhen né kushte aseptike dhe té gjitha mjetet dhe
tretésirat e pérdorura duhet té jené sterile (Fig. 12.3);

- Pér ¢do stad duhet té realizohen vrojtime periodike, matje dhe fotografime;

Figura 12.3. a) 1zolimi i sytheve b) Trajtimi sipas protokollit né kriotuba ¢) Manipulimi né kushte
aseptike d) Kriokonservator pér ngrirje té thellé né azot té 1éngét (-196°C) (Laboratori i kulturave
gelizore dhe indore, Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Protokolli 12.6: Kriokonservimi népérmjet metodés  sé
inkapsulim - vitrifikimit

- Stadi i paré éshté inkapsulimi i eksplanteve gé, si procedure, ngjason me até té
pérshkruar né protokollin 11.2, por me disa modifikime té vogla si vijon:
a. Vendosen eksplantet (sythe té majés me pérmasé 1 — 5 mm) né tretésiré 3%
(g/v) algjinat natriumi dhe 0.4 M sakarozé, ose njé pérzierje té 2 M glicerol dhe
0.4 M sakarozé;
b.  Pikohen eksplantet me tretésirén e mésipérme si pikéza né tretésiré 100 mM
CaCl; té pérzier me 0.4 M sakarozé ose njé pérzierje t& 2 M glicerol dhe 0.4 M
sakarozé;
c. Lihen né kéto kushte pér rreth 30 min., né temperaturé 25°C, derisa té
formohen rruazat e xhelifikuara té cilat kané eksplantet brenda tyre;
- Eksplantet e inkapsuluar vendosen né gota kimike qé pérmbajné tretésiré
mbushése PVS2, dhe lihen né té pér rreth 1 oré duke u tundur né tundés orbital me
rreth 60 rrot./min.;
- Mé tej, eksplantet e inkapsuluar dhe té vitrifikuar vendosen né kriotuba me
véllim 1.8 — 2.0 ml, dhe né to shtohet rreth 1 ml tretésiré PVS2. Né 1 kriotub mund té
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vendosen deri né 5 - 10 sfera té xhelifikuara;
- Pas késaj, kriotubat vendosen né enét mbajtése dhe zhyten né azot té l1éngét;
- ME tej procedura vijon si né Protokollin 12.5;

Protokolli 12.7: Kriokonservimi népérmjet ngrirjes sé pikézave té
DMSO-sé

- Pérgatitet terren ushyes i Iéngét, i pérshtatshém pér stadin e subkulturés, me
pérmbajtje 10 % (v/v) DMSO;

- Né kushte aseptike, brenda fluksit laminar, priten shirita letre alumini me
pérmasé 2 x 6 cm. Letra e alunimit duhet té jeté e sterilizuar paraprakisht;

- Pikohen 2.5-20 pl nga tretésira e pérgatitur né pikén 1 té kétij protokolli. Né njé
shirit letre alumini mund té vendosen disa pika né distancé rreth 1 -—1.5 cm nga njéra
— tjetra; Né cdo piké vendoset nga njé meristemé e izoluar né kushte aseptike nga
biméza té rritura in vitro;

- Duke pérdorur pinceta sterile tolerante ndaj azotit t& 1éngét, fletét e aluminit
vendosen direkt né azot té Iéngét, né ené mbajtése té azotit me pérmasa té vogla qé
ndodhen brenda fluksit laminar;

- Mé tej, letrat e aluminit me pikézat e DMSO dhe eksplantet brenda tyre,
vendosen né kriotuba me véllim 1.8 — 2.0 ml;

- Né ¢do kriotub mund té vendosen 2 shirita flete alumini; Pas késaj, kriotubat
vendosen né enét mbajtése dhe zhyten né azot té 1éngét;

- Zakonisht shkrirja béhet né temperaturé rreth 25°C, duke zhytur shiritat e
fletés sé aluminit né terren ushqyes té léngét;

- Mé tej procedura vijon si né Protokollin 12.4;
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KAPITULLI 13

Shéndetésimi in vitro: pérftimi i biméve pa viruse

13.1. Domosdoshméria e shéndetésimit té materialit bimor

Sémundjet virusale kané gené njé kércénim i madh pér prodhimin e kulturave me réndési
ekonomike dhe, rrjedhimisht, njé kufizim pér zhvillimet e géndrueshme té prodhimit
bujgésor. Né praktiké, pérdorimi i materialit mbjellés pa viruse éshté njé strategji efektive pér té
kontrolluar sémundijet virale. Viruset bimore jané parazité té detyrueshém ndérgelizoré gé
kolonizohen vetém brenda gelizave té gjalla té bujtésit dhe mund té transmetohen me
shumim vegjetativ apo dhe nga insekte té ndryshme nga bimét me virus tek ato té
shéndetshmet. Prej vitesh Bashkimi Evropian (BE) ka nxjerré direktiva té cilat
kérkojné gé kulturat frutore duhet té plotésojné kérkesat fitosanitare té pércaktuara
garte.

Infeksionet e brendshme té shkaktuara nga viruset, kérpudhat apo bakteret tek bimét
jané shumé t€ véshtira pér t’u luftuar edhe me pérdorimin e pesticideve. Bimét e
infektuara me baktere dhe kérpudha zakonisht u pérgjigjen trajtimeve me Iéndé
kimike baktericide ose fungicide, por kjo nuk ndodh me sémundjet virusale té
biméve, pér té cilat asnjé trajtim i tillé nuk ka dhéné rezultat.

Teknikat e kulturés in vitro konsiderohen strategji efektive pér prodhimin e biméve té
shéndetésuara. Deri mé tani, jané krijuar metoda té ndryshme pér zhdukjen e
viruseve té biméve, duke pérfshiré kulturén e meristemés, mikroshartimin,
kimioterapiné, termoteraping, krioterapiné dhe elektroterapiné. Secila nga kéto
metoda éshté efektive né kushte specifike, pra suksesi i saj varet jo vetém nga specia
bimore gé duhet té shéndetésohet, por edhe nga virusi gé e infekton até.

13.2. Metodat e shéndetésimit té€ materialit bimor
13.2.1. Kultura e meristemés

Kultura e meristemés éshté njé tekniké, né té cilén pjesa e sipérme e zonés
meristematike t€ majés sé kércellit izolohet nga njé bimé mémé e zgjedhur dhe
inokulohet né njé terren ushqyes. Eksplanti fillestar duhet té pérfshijé vetém pjesén e
majés té kércellit deri né gjethen mé té re primordiale. Njé pjesé e tillé éshté aférsisht
0.075 deri 0.12 mm né diametér dhe 0.2 deri 0.25 mm né gjatési. Kjo zoné nuk éshté e
lidhur népérmjet sistemit enézor me prokambiumin imatur, gjethen e re primordiale
dhe sythin e ri anésor. Mungesa e lidhjes enézore éshté pércaktuar si bazé pér
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pérdorimin e teknikés sé kulturés sé meristemés pér eliminimin e patogjenéve.

Pér kéto arsye, meristemat konsiderohen si eksplante efektive pér prodhimin e biméve
té shéndetésuara, por gjithashtu ato jané mjaft delikate dhe démtohen lehté gjaté
izolimit. Né kéto kushte, pér shumé specie bimore, numri i eksplanteve gé arrijné té
mbijetojné né ditét e para pas izolimit t€ meristemés éshté mjaft i vogél, por,
pavarésisht késaj, kéto bimé té shéndetésuara té pérftuara, mund té shumohen lehté
népérmjet subkulturave.

Avantazhi kryesor i punés me meristemat éshté mundésia e larté pér té pérjashtuar
organizmat patogjene me ané té kulturés in vitro. Madhésia e eksplantit té izoluar éshté
faktor kryesor pér mbijetesén dhe rigjenerimin. Vetém meristema ka shanse té ulta pér
mbijetesé, por prodhimi i biméve té painfektuar nga viruset éshté mé i mundshém
vetém nga meristemat.

Kushtet fiziko-kimike té kulturés kontrollohen pér té lejuar vetém rritjen e organizuar
té majés né njé bisk té ri, pa formim té ndonjé organi shtesé, gjé gé siguron
géndrueshmériné gjenetike té biméve té rigjeneruara. Kultura e meristemés, ashtu si
ajo e sytheve éshté metoda mé e pérshtatshme pér prodhimin e biméve “identike” me
bimén mémé. Shpesh, pér té gjeneruar bimé pa viruse, kultura e meristemés
gérshetohet me termoterapiné ose me kimioterapiné.

Protokolli 13.1:  Kultura e meristemés
- Zgjidhen eksplantet, fragmente me njé ose mé shumé nyje (preferohen nga bimé
juvenile, bimé me origjiné nga biméza in vitro, degé me sythe té fjetur né rastin e
specieve drunore;

- Dezinfektohen dhe sterilizohen eksplantet sipas Protokollit 5.1. Eksplantet nga
bimét in vitro nuk dezinfektohen, sepse ato jané té stabilizuara né kshte aseptike;

- Dezinfektohen rregullisht mjetet (bisturité, pincetat, ansat) gjaté késaj procedure
duke pérdorur llampén me alkool. 1zolohet ¢cdo meristemé né stereomikroskop (shpesh
0.1 mm diametér; 0.2 — 0.5 mm gjatési) me njé deri né dy gjethe primordiale dhe
transferohen né terrenet ushqyese pérkatése (Fig. 13.1);

- Terrenet ushqgyese jané pérgatitur dhe sterilizuar paraprakisht. Mund té testohen
trajtime té ndryshme si pérsa i pérket tretésirave bazé, ashtu dhe raportit apo llojit
té fitohormoneve / RRB-ve, shtesave té tjera té papércaktuara, burimin e karbonit, etj.
- Kulturat ruhen pér 6 — 8 javé né dhomén vegjetative me parametra fiziké té
kontrolluar: temperaturé 23°C + 2°C dhe né fotoperiodé 16 oré drité / 24 or¢,

- NEé specie bimore gé shfaqin shenja té theksuara té stresit oksidativ, pér 7 ditét e para
té kulturés pas izolimit t& meristemés, mund té aplikohet inkubimi né errésiré té ploté,
e mé tej kalimi né fotoperiod€ 16 oré drit€ / 24 oré;

- Para kalimit né stadin e subkulturés, bimézat e reja i nénshtrohen matjeve
morfometrike pér té dy llojet e terreneve ushqyese;
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- Pér stadin e subkulturés, rrénjézimit dhe aklimatizimit shih Protokollet 6.2, 6.3
dhe 6.4;
- Pas kalimit ex vitro, éshté i domosdoshém kontrolli fitosanitar pér té vlerésuar
efikasitetin e protokollit té shéndetésimit népérmjet kulturés sé meristemés;

Figura 13.1. Izolimi i meristemés a) Stereomikroskopi i vendosur né fluksin Iminar pér izolimin e
meristemave né kushte aseptike b) Izolimi i meristemés sé Prunus domestica L. var Tropojane c)
Rigjenerimi i bimézave nga meristemat e izoluara (Laboratori i kulturave gelizore dhe indore,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

13.2.2.  Termoterapia in vitro

Termoterapia éshté procesi i trajtimit me temperatura té larta, mbi temperaturat
mesatare efektive té rritjes sé biméve, me géllim eleminimin e viruseve té ndjeshém
ndaj kétij faktori fizik. Termoterapia nuk ka rezultat né rastet kur veté bima éshté e
ndjeshme ndaj temperaturave té larta ose kur viruset apo disa mikoplazma nuk
ndikohen nga kéto temperatura. Temperatura dhe kohézgjatja e procesit duhet té jené
né vlera té tilla gé viruset té inaktivizohen, por pa cénuar potencialin rigjenerues té
biméve. Termoterapia in vitro mund té aplikohet si tekniké mé vete ose e kombinuar
me kulturén e meristemés, kjo né varési té gjenotipit si dhe llojit té viruseve té
pranishém né bimén méme.

Protokolli 13.2: Termoterapiain vitro

- Zgjidhen eksplantet, fragmente me njé ose mé shumé nyje, nga bimé juvenile, me
pérmasé rreth 3 - 4 cm. Higen gjethet e médha dhe mé tej eksplantet dezinfektohen
dhe sterilizohen sipas Protokollit 5.1. Pasi stabilizohen né kushtet e kultivimit in vitro,
sythet nga bimézat e rigjeneruara, inokulohen né terrene ushqyese té reja dhe
inkubohen né temperaturé 38 - 40°C pér 30 dité. Sidogofté, vlera e temperaturés
mund té pésojé ndonjé variacion té lehté sipas specieve bimore. Né disa raste,
inkubimi fillestar mund té béhet né temperaturé 28°C, vleré e cila duhet té rritet
gradualisht me 2°C ¢do dité, derisa té arrijé vlerén 40°C. Protokolle specifike mund té
kérkojné inkubimin pér 16 orét e drités né temperaturé 40°C, dhe pér 8 orét e errésirés
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né temperaturé 25°C;

- Gjaté késaj periudhe, enét e kulturés duhet té géndrojné brenda vaskave me ujé
né ményré gé té mbahet mé e ulét temperatura e terrenit ushqyes, me géllim
shmangien e ndryshimeve kimike gé mund té pésojé ky i fundit né temperaturé té
larté;

- Pas 30 ditéve inkubim né kushtet e mésipérme, izolohen sythet e majés dhe ato
anésoré€, inokulohen né terrenin pérkatés té subkulturés dhe inkubohen né temperaturé
23°C £ 2°C pér rreth 4 javeé;

- Ndonjéheré, cikli 30 ditor i termoterapisé mund té pérséritet dy heré rradhazi;

- Mé tej, éshté i domosdoshém kontrolli fitosanitar pér té vlerésuar efikasitetin e
protokollit t& shéndetésimit népérmjet termoterapisé in vitro;

- Pas késaj periudhe, bimézat e fituara i nénshtrohen stadit té aklimatizimit (shih
Protokollin 6.4). Né shumé raste, kontrolli fitosanitar realizohet edhe pas
aklimatizimit té bimézave;

13.2.3. Kimioterapia in vitro

Kjo proceduré ka pér géllim pérdorimin e agjentéve antiviralé, né ményré qé té
eleminohen viruse té ndjeshém ndaj agjentit t€é pérzgjedhur dhe té arrihet
shéndetésimi i materialit bimor me interes. Pérzgjedhja e agjentit viral varet nga bima
qé do té shéndetésohet dhe lloji i virusit gé do té eleminohet. Lloji i agjentit antiviral
dhe pérgendrimi i pérdorur, jané faktoré themeloré qgé diktojné suksesin e
shéndetésimit té materialit bimor népérmjet késaj procedure. Né shumé raste, njé
agjent antiviral gé mund té rezultojé shumé efektiv né njé gjenotip té caktuar, mund té
shkaktojé shkallé té larté fitotoksiciteti né njé gjenotip tjetér.

Protokolli 13.3: Kimioterapiain vitro

- Né njé Erlenmeyer pérgatitet terreni ushqyes i optimizuar pér stadin e
subkulturés pér specien bimore qé do té shéndetésohet. Pasi rregullohet vlera e pH né
5.8, ky terren ushqyes sterilizohet né autoklavé pa u shpérndaré né enét e kulturés
(Shih: Protokolli 4.7: Metoda 1);

- Pérgatitet tretésira antivirale duke tretur reagentin e pérzgjedhur (virazol,
ribaviring, acid salicilik, oseltamivir, 2-tiouracil, etj.) né ujé té distiluar;

- Kjo tretésiré antivirale shpérndahet népérmjet shiringés mikrofiltruese 0.2 um né
terrenin ushqyes té autoklavuar, para se té xhelifikohet agari;

- Mund té testohen pérgendrime té ndryshme té tretésirés antivirale (5, 10, 15, 20,
40, 60, 80 mg/I, etj.), duke pasur kujdes gé né terrenin ushqyes té shtohet sasia e sakté
qé i pérgjigjet secilit pérgendrim gé do té testohet;

- ME tej, pas pérzierjes, terreni ushqyes antiviral shpérndahet né enét e kulturés;

- Izolohen eksplante (sythe té majés) me pérmasa 1 — 2 mm nga bimé té
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rigjeneruara in vitro pér specien bimore qé do té shéndetésohet;

- Kéto eksplante inokulohen né terrenin ushqyes antiviral, né kushte aseptike né
fluksin laminar;

- Enét e kulturés, pas etiketimit me informacionin e nevojshém, inkubohen né
temperaturé 25°C dhe fotoperiodé 16 oré ndrigim / 24 org;

- Lihen eksplantet té rriten né kéto kushte pér rreth 4 javé,;

- Mé pas matet pesha e freskét pér té vlerésuar shkallén e fitotoksicitetit gé
mund té keté shkaktuar agjenti antiviral, si dhe vlerésohet pérgindja e mbijetesés dhe
e rigjenerimit té eksplanteve né c¢do trajtim;

- Paralelisht ngrihet ekperiment i ngjashém duke pérdorur njé grup kontrolli, gé
pérfshin eksplante té kultivuar né té tilla kushte, por pa pérgendrim té agjentit viral né
terrenin ushqyes;
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