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HYRJA
Studimi shkencor mbéshtetet né té dnénat e kérkimit gjaté realizimit té dy projekteve shkencore:

“Pérdorimi i metodave bioteknologjike in vitro dhe té biologjisé molekulare né pérpjekje pér
té fituar material mbjellés té kategorisé “bazé” té kultivaréve autoktoné té kumbullés”
(2022 — 2023), drejtuar nga Akademia e Shkencave dhe realizuar né kuadér té Programit
Kombétar té Kérkimit dhe té Zhvillimit né fushén Agrikulturé, Ushgim dhe Bioteknologji;

“Pérzgjedhja e materialit bimor té kumbullés, té kontrolluar nga viruset sipas protokollit,
pér Krijimin e impiantit pilot népérmjet shéndetésimit dhe mikroshumimit, né funksion té
fillimit té certifikimit t& materialit mbjellés (Projekt Pilot né Rrjet) VITROCERT” (2022 —
2024), realizuar né kuadér té projekteve té Akademisé sé Shkencave.

Té dy projektet realizohen né Rrjet, té drejtuar nga Akademia e Shkencave né bashképunim me
grupe kérkimore né universitete dhe institucione shkencore, si dhe me fidanishte private. Kérkimi
mbéshtetet dhe nga bashképunimi me Institutin e BioEkonomisé — CNR, Firence, Itali.

Qéllimi i studimit
Objektivi i zhvillimit - Pérgatitja e fazés shkencore gé i paraprin skemés sé certifikimit,

implementimi i sé cilés do té garantojé rritjen e cilésisé sé produkteve té fidanishteve, duke
iu siguruar bimé té sigurta nga ana shéndetésore dhe gjenetike.

Identifikimi dhe analiza e problemit, réndésia e zgjidhjes sé tij

Sot Kka rritje té kérkesave pér material shumimi nga fidanishtet pér tregun vendas e té jashtém, por
mungesat e shumta kane ndihmuar pér pérhapjen e sémundjeve me pasoja né déshtimet né
frutikulturé. Hartimi i studimit éshté né funksion té pérzgjedhjes sé materialit bimor té pastér
gjenetikisht dhe té testuar nga ana fitosanitare pér viruset mé démprurése, do té krijohet népérmjet
shéndetésimit e mikroshumimit impianti pilot né funksion té fillimit té certifikimit té fidanéve té
drufrutoréve, proces multidisiplinor, kompleks, aplikativ dhe shkencor me objektivat: (i) Ngritja e
Rrjetit té Institucioneve me mbéshtetje t€ Akademisé sé Shkencave e Instituteve té huaja, pér té
realizuar pjesén shkencore té procesit té certifikimit pér fidanét e druréve frutore autoktone me
réndési kombétare pér ekonominé, si dhe kérkesé ligjore e tregut Evropian, tani kur Shqipéria
ndodhet né procesin e anétarésimit né BE; (ii) Akademia e Shkencave si koordinues synon
pérfshirjen né Rrjet té disa Institucioneve, ekspertéve dhe laboratoréve vendas me pérvoja né kété
fushé, por té pakoordinuara né rrjet; (iii) Mbéshtetja ndérkombétar realizohet me bashképunimin
ekzistues si edhe praktikat té mira me Institutin e BioEkonomisé né CNR-Firence, Itali.

Argumentimi shkencor i Projektit

1. Frutikultura e né vecanti, bérthamoret e faroret jané pjesé e réndésishme e ekonomisé. Né vitet
90-té jané zvogéluar sipérfaget, gjenden vetém né disa zona né sajé té pérshtatjes lokale.
Platforma varietale e sotme pérmbledh kultivaré me réndési ndérkombétare té futura kéto vite dhe
varietete autoktone me réndési te dukshme pér hardhiné, ullirin e kumbullén;

2. Sot, biznesi shqiptar i pemétarisé ka progres pér véllimin dhe cilésiné e prodhimit té frutave, gé
i detyrohet vecanérisht fidanrritésve, qé kané filluar té importojné material fidanor cilésor nga
zona e BE-sé. Numérohen me dhjetéra mijéra rrénjé druré frutore me prodhim rreth 250 000 ton
me shumé té ardhura pér kultivuesit e shtetin. Kéto specie kané interes pér zhvillimin e
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pemétarisé biologjike e eko-touristike né zonat malore e kodrinore, kag té nevojshme né kushtet e
progresit té ekoturizmit.

3. Sémundjet e raportuara gjaté 20 viteve té fundit, si né blloge me pemé ose vreshta prané
fidanishteve, por edhe né fidanishtet, déshmojné pér njé situaté fitosanitare té rénduar. Pér dru
frutoret bérthamore: kérkimet né plantacionet tregtare dhe koleksionet varietale evidentojné
infeksionet e Virusit (PPV) “Sharka” né kumbull, ku né verilindje rreth 2/3 ¢ té gjitha biméve
rezultojné té infektuara. Me hapjen e kufijve té tregut Evropian dhe me lévizjen e liré té
produkteve bimore béhet domosdoshméri rregullimi né nivel Komunitar dhe Kombétar me njé
program shkencor dhe legjislativ lidhur me prodhimin, certifikimin dhe tregtimin e materialit
shumues té druréve frutoré, gé té tregtohet né githé botén, vecanérisht tani kur Shqipéria ndodhet
né procesin e anétarésimit né BE.

4. Sot, né Shqipéri ekzistojné stafe té kualifikuara, laboratoré t¢ mikroshumimit, shéndetésimit, té
biologjisé molekulare e fidanishte bashkékohore. Suksesi do té varet nga bashképunimi midis
kérkuesve, biznesit privat e fidanishteve dhe pérvojés sé huaj, vecanérisht asaj Italiane, si té
shkencétaréve dhe te ndérmarrjeve té suksesshme né industriné e mikroshumimit. Megjithaté,
mbéshtetja politike konsiderohet kryesore pér zhvillimin e pemétarisé pér té ardhmen.

Gjendja aktuale né fushén e kérkimit e té zhvillimit.

Kérkimi shkencor pér sistemin e certifikimit té druréve frutore, zhvilluar dekada mé paré, ka
lindur nga nevoja urgjente pér prodhimin e materialit bimor té kategorisé "bazé" me objektiva: (i)
prodhimin e biméve mémé té painfektuara e té sigurt gjenetikisht (ii) kalimin e fidanéve té
certifikuar te kultivuesit. Né vendet e zhvilluara, ményra e vetme pér té marré individé té
shéndetshém nga stoku i infektuar éshté zhdukja e patogjenéve nga pjesét vegjetative e
rigjenerimi i biméve me ané té teknikave in vitro té shéndetésimit e me termoterapiné. Certifikimi
i fidanéve frutoré, té agrumeve e ullirit siguron njé minimum garancie fitosanitare té pérbashkét
né vendet e BE-sé, ku fidanét apo ¢do formé materiali shumues lévizin né territorin komunitar.
Eshté krijuar kategoria minimale e pastértisé fitosanitare, kategoria “CAC”, e detyrueshme pér
fidanishtet prodhuese té material shumues té peméve frutore, agrumet, ullirin.

Sot metoda e certifikimit pérdoret né shumé laboratoré komercialé e shkencoré né Itali, Spanjg,
Greqi, Gjermani, Francé, Holandé, Turqi etj. Testimi i materialit mbjellés té fidanéve realizohet
né laboratoré shkencoré té akredituar té biologjisé molekulare. Shqipéria éshté njé nga vendet e
pakta né rajon gé nuk e ka bazuar sistemin e certifikimit né metoda shkencore. Shqipéria duhet té
béjé shumé né kété drejtim pér té gené sa mé prané kétyre kérkesave ligjore dhe atyre té tregut
Evropian, tani mé shumé se kurré, kur ndodhet né procesin e anétarésimit pér né BE.

Mg 1999 ka filluar njé projekt i madh “Prodhimi, konservimi dhe pérdorimi i materialit té
shumimit t€ certifikuar pér realizimin e njé aktiviteti fidanishtesh té kualifikuar né Shqipéri”.
QTTB, Vloré; CIHEAM-Bari, Itali. Interreg 11l (2001 — 2010), financuar nga Komisioni
Evropian. Né Institutin e Pemétarisé né Vloré (sot Qendra e Transferimit té Teknologjive
Bujgésore, Vloré) u ngritén disa struktura té réndésishme, si Qendra e Parashumimit me
Laboratorin e kulturave in vitro, serat (sera aklimatizimi, Screen House, tunel aklimatizimi, seré
me hijézim) dhe né Institutin e Mbrojtjes sé Biméve, Durrés (sot Departamenti i Mbrojtjes sé
Biméve, Fakulteti i Bujgésisé dhe Mijedisit, Universiteti Bujgésor i Tiranés) u ngrit Qendra e
Diagnostikimit me Laboratorin e diagnostikimit virusologjik (ELISA) dhe i provave biologjike
me bimé indikatore. Pér té siguruar prodhimin né shkallé té gjeré té fidanéve té certifikuara té
nénshartesave té specieve dru frutore bérthamore (kumbull, pjeshké, kajsi), materiali fillestar i
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shumimit i shéndetésuar (biméza in vitro té certifikuara, té painfektuara nga viruset e té sigurta
gjenetikisht) vinte nga Instituti Agronomik Mesdhetar CIHEAM, Bari. Materiali shumohej né
Laboratorin in vitro, Vloré gé pas aklimatizimit né serat speciale kalonte si fidan i cerifikuar, gati
pér tregun. Nga viti 2003 deri me 2009, Instituti prodhonte 20 000 fidané té certifikuara té
nénshartesave té dru frutoréve. Mé 2010, strukturat né Vloré iu kaluan pronaréve té truallit,
pavarésisht investimeve té larta té realizuara né kuadér té projektit dhe u ndérpre prodhimi i
fidanéve té certifikuara. Mé 2013, né Shamogjin prané Vlorés u ngritén disa struktura si
Laboratori in vitro, sera pér prodhim fidanesh, por té papérfshira ende né sistemin e certifikimit.
Deri tani, nuk ka patur asnjé tentative tjetér pér ngritjen e Sistemit te Certifikimit té specieve dru
frutore bérthamore (kumbull, gershi, pjeshké, kajsi) ose farore (mollé, dardhé, ftua). Theksojmé
se né projektet tona aktuale, fidanét e druréve frutore autoktone shéndetésohen e testohen
né laboratorét shkencoré né vend me infrastrukturé e staf té kualifikuar tashmé.

Projektet jané né pérputhje me Strategjiné Ndérsektoriale pér Zhvillimin Rural dhe Bujgésor
2014-2020, pika 1.2.5 “Frutat dhe Perimet”. Sot, Shqipéria ka stabilitet makroekonomik e
nénsektorét kryesoré té bujgésisé kané rritje, por té pamjaftueshme edhe prej nivelit té ulét té
teknologjisé krahasuar me mesataret e BE-sé. Programi i Qeverisé qé mé 2014 synon modelin e ri
ekonomik té zhvillimit me prioritet rritjen e prodhimit té brendshém, diversifikimin e produkteve
e shérbimeve, adoptimin e teknologjive té reja. Projektet synojné vénien ne baza shkencore té
prodhimit té fidanéve té certifikuar té druréve frutore autoktone si produkte e shérbime me cilési
me teknologji e metoda bashkékohore. Me hapjen e kufijve té tregut Evropian e lévizjen e liré té
produkteve bimore béhet domosdoshméri rregullimi né nivel Komunitar dhe Kombétar me
program shkencor e legjislativ pér prodhimin, certifikimin e tregtimin e materialit shumues té
druréve frutoré, gé té tregtohet né gjithé botén, Detyré e domosdoshme pér stafet shkencore
konsiderohet ngritja e sistemit kombétar té certifikimit té prodhimit té fidanéve pér
varietetet dhe kultivarét autoktoné, kur seleksionimi klonal dhe fitosanitar duke pérfshiré
shéndetésimin dhe mikroshumimin duhen realizuar né vend.

Objektivat e studimit
Objektivi kryesor:

Pérgatitja e fazés shkencore qé i paraprin skemés sé certifikimit, implementimi i sé cilés do
té garantojé rritjen e cilésisé sé produkteve té fidanishteve me bimé té sigurta nga ana
shéndetésore dhe gjenetike.

Objektivat e kérkimit:

e Pérzgjedhja e varieteteve té kumbullés; marrja e materialit bimor pér shéndetésim
dhe mikroshumim.

Zgjedhja e varieteteve té€ kumbullés realizohet me eksperté pomologé dhe virologé né konsultim
me biznesmené té fidanishteve e té tregut duke vlerésuar aspektet ekonomiké me indikatoré
standardé bazuar né kérkimin, analizén e tregut, pér njohjen e kérkesave té klientéve.

Zgjidhen dy varietete kumbulle (Prunus domestica L.), ekzistues né tregun shqiptar, por gé kané
probleme té tolerancés ndaj infeksioneve virusale:

(1) Varieteti i Kumbullés “Tropojane”, i pérhapur né Shqipériné e Veriut, emértohet shpesh
“kumbulla e Hasit”. Pérdoret pér konsum té freskét, prodhim alkooli, Iéngje, recel e tharje.
Theksojmé se ky varietet &shté i ndjeshém ndaj virusit té€ Sharkés Plum Pox Virus (PPV).



(2) Kultivari Stanley me origjiné amerikane me vlera té larta ushqyese, i pérhapur pothuajse né
té gjithé vendin dhe rreth 20% e peméve té tij, tolerant ndaj virusit té Sharkés (PPV).

e Kontrolli fitosanitar i materialit me metoda serologjike dhe té biologjisé molekulare;
o Pércaktimi i “pastértisé” gjenetike té materialit bimor me markeré molekularé;

e Shéndetésimi me ané té kulturés sé meristemés in vitro;

e Mikroshumimi, ambjentimi i bimézave dhe prodhimi i fidanéve té shéndetésuar;

e Ruajtja e biméve méma té pastra gjenetikisht dhe nga ana fitosanitare né repozitor
(Screen House), si fidan i kategorisé “bazg;

e Kalimi i fidanéve né fidanishte pér shtim pér treg e testime né fidanishte;

e Publikime shkencore pér specialistét e biznesmenét e fidanishteve dhe pér studentét
universitaré dhe pasuniversitaré;

o Workshop pér rezultatet e projektit, hapat pér fillimin e sistemi té certifikimit té dru
frutoréve;

e Sensibilizimi i institucioneve ligjvénése pér dispozitat ligjore pér kété sistem, si dhe i
institucioneve ekzekutive (Ministria e Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural dhe Entit
Shtetéror té Farave dhe Fidanéve) pér implementimin e sistemit té certifikimit né
vendin tone pér prodhimin e materialit mbjellés té varieteteve autoktone té specieve
drufrutore, pasuar me hardhité dhe ullirin.

REZULTATE SHKENCORE

PARAQITJA E GJENDJES SE STUDIMEVE DHE NIVELIT TE NJOHJES NE
MOMENTIN E FILLIMIT TE PROJEKTEVE

Gjendja e studimeve dhe niveli i njohjes rreth késaj teme né momentin e fillimit té projekteve nuk
kané gené té pashkelura, por studimet kané ndaluar pér njé kohé té gjaté dhe sidomos pér
kumbullén autoktone nuk ka pasur studime té dedikuara. Njé pasqyré e pérgjithshme e gjendjes sé
studimeve dhe njohurive éshté si vijon:

Deri tani, nuk ka studime pér testime gjenetike pér varietetet autoktone té drufrutoréve, ndérsa
ekzistojné pérvoja pozitive pér seleksionimin klonal dhe testime gjenetike pér varietete autoktone
té hardhive dhe té ullirit, té realizuara né Departamentin e Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave
té Natyrés té Universitetit t€ Tiranés, si dhe né Universitetin Bujgésor té Tiranés. Ka disa
publikime pér kéto probleme, gé citohen né studimin shkencor.

Studimet ekzistuese pér Shqipériné sipas publikimeve e deklarimeve né EPPO pér gjendjen e
pérhapjes sé sémundjeve pér varietetet autoktone té kumbullés raportojné:

e Pér gjendjen aktuale té démtuesve sipas EPPO né bazé té informacionit té datés 2015: E
pranishme, e pérhapur (Regjistruar pér heré té paré né: 1971).

e Nga harta e sémundjes CABI 392 (2007): E pranishme, e pérhapur.

e Shérbimi i Raportimit EPPO (1994/142): i pérhapur né zona té médha té Shqipérisé me
kumbulla, i rrallé né kajsi dhe mungon né pjeshka.
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e Shérbimi i Raportimit EPPO (2007/124): shtamet D, M dhe Rec.
e Shérbimi i Raportimit té EPPO (2016/143): raportohet dhe PPV.

e Ka disa publikimet pér gjendjen fitosanitare t€ fidanishteve e pemétoreve “mémeé” dhe pér
raportimin e paré pér praniné e virusit té sharkés (PPV) né Shqipéri. Pjesa kryesore e
publikimeve éshté realizuar nga Departamenti i Mbrojtjes sé Biméve, Fakulteti i Bujgésisé
dhe Mjedisit, Universiteti Bujgésor i Tiranés.

Kérkimi shkencor né fushén e pérdorimit té kulturave in vitro né shéndetésim, mikroshumim dhe
prodhimin e fidanéve té shéndetésuar ka krijuar pérvojé té gjaté (33 vjecare) né Laboratorin e
Kulturave in vitro té ish Institutit t¢ Akademisé sé shkencave (deri mé 2008), transferuar né
Departamenti e Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés.
Laboratori in vitro né QTTB, Vloré ka pérvojé té gjaté (25 vjecare) né mikroshumim, ambientim
té biméve in vitro e prodhimin e fidanéve. Ka shumé publikime nga kérkueset e kétyre grupeve,
por kérkimet pér varietetet autoktone té kumbullés u realizuan pér heré té paré né kuadér té
projekteve aktuale.

Duke u bazuar né pérvojén e grupeve kérkimore né institucionet e pérmendura mé lart, u krijua
njé Rrjet (NetWork) institucionesh gé mund té punonte pér té realizuar projektet aktuale. Pér kété,
ndihmoi ngritja e Njésisé sé Kérkimit “Bioteknologji & Gjenetik€” prané Akademisé sé
Shkencave me Vendim té Kryesisé sé Akademisé sé Shkencave Nr. 20, dt. 28.02.2020. Ndérmjet
detyrave té tjera, kjo Njési ka pasur synim té veprimtarisé sé saj: (i) koordinimin e kérkimit
shkencor né fushén e bioteknologjisé e gjenetikés; (ii) evidentimin e gjendjes aktuale té kérkimit
né Shqipéri e rajon né nivel shkencor, logjistik e kapacitete intelektuale; (iii) vendosjen e
bashképunimit me gendra kérkimi dhe shkencor pér projekte, publikime, konferenca etj. té
pérbashkéta. Pér realizimin e kétyre detyrave, Njésia mblodhi informacion nga grupe té ndryshme
kérkimore né fushén e bioteknologjisé, té biologjisé molekulare dhe té studimit té resurseve
gjenetike bimore né universitete dhe institucione té tjera né vend sipas njé skede informative (Fig.

1).
’ NIESIA £ KERIINIT BIOTERNOLOGS & GIENETIRE Kw)
ETIKE:
BAZA E TE DHENAVE PER
pr—— LABORATORET E

. BIOTEKNOLOGJISE DHE

Aparaiuratepajisjet: O ' :

R ey GIENETIKES

10-Publikimet mi-ti-vindsishme tiidbursme Bioteknologfiné & Gjeesk]
Figura 1. Skeda informative e grupeve kérkimore Figura 2. Data Bazé pér grupet kérkimore né
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Si rezultat u krijua njé Data Bazé pér grupet kérkimore dhe laboratorét gé punojné né fushén e
Bioteknologjisé dhe Gjenetikés (Fg. 2), ku pér bioteknologjiné bimore u evidentuan 16 té tilla.

U arrit té krijohet njé Rrjet institucionesh kérkimore shkencore me synim kryesor: Pérgatitjen e
fazés shkencore gé i paraprin skemés sé certifikimit, implementimi i sé cilés do té garantojé rritjen
e cilésisé sé produkteve té fidanishteve, duke iu siguruar bimé té sigurta nga ana shéndetésore dhe
gjenetike. Projekti ka si objekt shéndetésimin, mikroshumimin dhe testimet gjenetike dhe
fitosanitare té fidanéve té kumbullés autoktone var. “Tropojane”.

Hop cilésor shénohet me transformimin e Njésisé né Qendrén Kérkimore “Bioteknologji &
Gjenetiké“ té Akademisé sé Shkencave (2024), gé si njé mundési konkrete pér pérballimin e
sfidave pér zgjidhjen e problemeve té ekonomisé me ané té kérkimit shkencor efektiv.

Risija né projekt éshté se e gjithé puna kérkimore shkencore, duke filluar nga zgjedhja e
mostrave, kérkimi, analizat laboratorike me metoda nga mé té avancuarat éshté realizuar nga
personeli kérkimor i projektit, né laboratorét tona kérkimore. Kjo pjesé e kérkimit mé paré éshté
realizuar kryesisht nga kérkues té huaj apo né bashképunim. Gjithashtu pérfshirja e biznesit
ndihmon né realizimin e transferimit té fidanéve nga laboratorét shkencoré né biznesin e
industrisé sé prodhimit té fidanéve té certifikuar, si hallké e fundit e prodhimit té tyre sipas
standardeve Evropiane.



REZULTATET SHKENCORE TE PROJEKTEVE

KAPITULLI 1

DIVERSITETI GJENETIK | VARIETETEVE TE KUMBULLES DHE MARRJA E
MOSTRAVE

Frida Carka, Raimonda Sevo, Elektra Papakosta, Magdalena Cara

Vendi yné shquhet pér njé diversitet biologjik e peisazhor shumé té pasur, i cili éshté i favorizuar
edhe nga kushtet shumé té larmishme té mijedisit, si¢ jané: pozicioni gjeografik, faktorét
gjeologjiké, pedologjiké, hidrologjiké, klimateriké dhe té ekspozicionit duke krijuar ekotipe,
bioptipe, lloje, varietete e popullata me ndryshueshméri té theksuara né treguesit morfologjiké,
fiziologjiké e t& prodhimit.

1.1. Réndésia e varieteteve autoktoné

Fondi autokton i peméve éshté i pasur me forma, ekotipe dhe varietete dhe kultivaré gé kané
origjiné té lashté dhe jané fryt i pérzgjedhjes sé gjaté, mbirjeve spontane nga farat apo edhe té
ndryshimeve sythore (mutacione), por edhe té introduktuar gé herét nga vende té tjera. Varietetet
e vendit jané material me vleré pér shumim me vegori, Si:

e té pérshtatur dhe aklimatizuar né kushtet fitoklimatike dhe tokésore té rajoneve bujgésore,
ku kultivohen qgé né lashtési;

e shumeé prej tyre dallohen pér prodhimtari té larté dhe prodhim me vlera té larta ushgimore
dhe teknologjike, pér konsum té freskét apo pérpunim industrial;

o disa kané géndresé relative natyrore ndaj disa sémundjeve dhe démtuesve;

e né fondin ekzistues té varieteteve gjenden forma me afate pjekjeje té shtriré né kohé, gé
sigurojné vargézimin e prodhimit;

e brenda varieteteve ekzistues gjenden forma dhe gjenotipe té rrjedhura nga ndryshime
sythore (mutacione) me vlera té spikatura né aftésité prodhuese apo pérmbajtjen e 1éndéve
ushgimore dhe vecimi i tyre népérmjet pérzgjedhjes klonale sjell cilési té reja pozitive;

e gjenoma e tyre mund té pérdoret né punén pérzgjedhése, kombinative pér krijimin e
kultivaréve té rinj me cilésité e déshiruara.

Njohja, ruajtja dhe pérdorimi i resurseve té peméve frutore éshté njé problematiké aktuale, tashmé
edhe e instiucioneve né vendin toné. Népérmjet ruajtjes béhet e mundur gé seleksionerét dhe
shkenctarét té kené né dispozicion té tyre objektin e punés, pasi pérbén burimin pér shfrytézimin e
karakteristikave pozitive, gé manifestojné ndaj faktoréve biotiké dhe abiotiké. Grumbullimi,
koleksionimi, shéndetésimi fitosanitar, ruajtja e studimi i gjermoplazmés sé peméve autoktoné
éshté detyré imediate pér ruajtjen dhe shfrytézimin, si pjesé e kulturés bujgésore tradicionale
kombétare, por edhe e zhvillimit perspektiv mbi bazén e kérkesés sé konsumatoréve, industrisé
pérpunuese, por edhe té eksportit. Detyré pér institucionet shkencore mbetet ngritja e
koleksioneve me burimet gjenetike né Shqipéri. Sot, prané Institutit t¢ Resurseve Gjenetike
Bimore funksionon koleksioni me burimet gjenetike autoktone té druréve frutoré, ullirit dhe
hardhisé né EDE Valias, bazé eksperimentale e Universitetit Bujgésor té Tiranés (Fig. 1.1 dhe
1.2) me shumé forma dhe kultivaré, mes té ciléve mollé 70 forma dhe kultivaré, dardhé 94 forma
dhe kultivaré, ftonj 14 forma dhe kultivaré, kumbulla 71 forma dhe kultivargé, gershi 29 forma dhe
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kultivarg, vishnje té pérftuara nga fara 2 forma, pjeshké té pérftuara nga fara 15 forma, zerdeli 9
forma, fiq 36 forma dhe kultivaré, lajthi 5 forma dhe kultivaré, arra 4 forma, bajame 6 forma,
shegé 12 kultivaré, hardhi 50 kultivaré dhe50 kultivaré ullinj.

Ullisiteere .~

Figura 1.1. Koleksioni me burimet gjenetike autoktone té peméve frutore, ullirit dhe hardhisé né EDE
Valias, bazé eksperimentale e Universitetit Bujgésor té Tiranés
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Figura 1.3. Koleksioni i druréve frutoré né Shamogjin, QTTB, Vloré

Gjithashtu prané Qendrés sé Transferimit té Teknologjike Bujgésore, Shamogjin, Vloré éshté
ngritur njé koleksion i peméve frutoré, mes té ciléve vend zéné dhe ato autoktoné (Fig. 1.3).



1.2. Gjendja e resurseve gjenetike té kumbullés autoktone

Resurset e druréve frutore, ku bén pjesé edhe kumbulla, jané démtuar shumé ndér vite.
Shpyllézimet pa kriter kané cuar né shkatérrimet e habitateve, lévizjet e médha demografike
(braktisja e fshatrave dhe vecanérisht né zona té thella), mungesa e legjislacionit pér ruajtjen e
fondit e mbéshtetjen finanicare té fermerit, po rrezikojné cdo dité kété pasuri t¢ madhe kombétare.

Rol negativ kané luajtur edhe importimet e materialit bimor, gé shpesh kané géné jashté
kontrollit t& organeve shtetérore né piképamje té vlerésimit varietor dhe fitosanitar dhe té
pérshtatshmérisé né kushtet tona klimatike - tokésore. Mbas viteve 90, shumé fermeré mendonin
se zgjidhja mé e miré pér té ngritur pemétore rentabél ishte mbjellja e kultivaréve té huaj, duke
hequr doré nga kultivimi i varieteteve lokale dhe duke guar né njé nénvlerésim té theksuar té tyre,
megjithése ato japin produkte specifike té vlefshme pér tregun e zonés, kané réndési pér
agroturizmin, por edhe si rezervuar gjenesh pér pérmirésimin gjenetik té kultivaréve té dru
frutoréve.

Si rezultat i kétyre dukurive konstatohet:
e Numér i kufizuar i biméve ekzistuese;

e Braktisja e zonave ku gjenden kéto varietete, vecanérisht né zonat e thella, ku po
braktisen nga dita né dité duke rrezikuar edhe zhdukjen e tyre;

e Mungesa e pemétoreve “mémé” heq mundésiné e shtimit dhe pérhapjes té kontrolluar.

Kumbulla autoktone né vendin toné gjen njé shtrirje té gjeré, duke u radhitur e dyta pas mollés.
Cdo zoné e vendit, né pérgjithési ka traditén e saj té zgjedhjes, shtimit dhe kultivimit té
kumbullés. Pér kété mjafton tu referohemi emértimeve, gé ato kané, duke marré emrat e vendeve,
ku ato jané pérzgjedhur e ruajtur, si psh “Ciftia e Elbasanit”, “Kumbulla Vlonjate” apo
“Tropojania”.

Para viteve 90-t€, kumbulla "Tropojane” gjendej e mbjellé n€ blloge, kryesisht né rrethet Tropojé,
Kukés, Puké dhe Dibér. Ajo ka ekzistuar né formén e njé popullate té pérfaqésuar me njé larmi
formash, q€ dalloheshin kryesisht né drejtim t€ madhésis€ s€ frytit, prodhimtarisé, intensitetit té
ngjyrimit t€ frytit etj. Megjithése né két€ periudhé u fillua njé puné seleksionuese pér
pérzgjedhjen e kloneve mé t&€ mira t€ késaj popullate, pér shkak t€ ndryshimeve té sistemit nuk u
arrit né€ pérfundimin e saj, pra né€ ve¢imin e kloneve tipike.

E njéjta situaté pragitet edhe pér kumbullat e tjera autoktone, té cilat gjithashtu gjenden né
formé té popullatave né zonat e ndryshme té vendit, ku ato kultivohen. Kéto popullata ndodhen
té rrezikuara, madje disa po zhduken si kumbulla “Vionjate”, ”Dalambre” etj. Kjo vihet re né
numrin shumé té kufizuar té biméve egzistuese, i cili éshté reduktuar né disa rrénjé.

Mé poshté po paragesim kartat pomologjike té disa varieteteve autoktoné té kumbullés Prunus
domestica L. Né to paraqitet emértimi i tyre, pérhapja dhe sinonimet, pérshkrimi i druréve (bima,
gjethja, lulja, fryti, fara), karakteristikat agronomike (prodhimtaria dhe rezistenca ndaj
sémundjeve dhe démtuesit), pérdorimi dhe réndési e tyre.
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1.3. Karta pomologjike té disa varieteteve autoktoné té kumbullés Prunus
domestica L.

13.. KARTEPOMOLOGJIKE
Emértimi: Kumbulla “Vionjate”

Pérhapja: Vloré

Sinonime: Kumbulla e Vlorés
PERSHKRIMI

BIMA

1. Fuqgia e bimés: mesatare

2.Tendenca e rritjes sé degéve: e varur
3. Kurora: formé globoze té ¢rregullt
GJETHJA

1. Madhésia: e madhe

2. Forma: eliptike

3. Ngjyra: jeshile e errét

LULJA

1. Lulézimi: fundi i muajit mars

2. Madhésia: e vogél
3. Ngjyra: e bardhé

FRUTI

. Madhésia: e vogél né mesatare

. Forma: ovale me vijé ndarése pér sé gjati

. Ngjyra bazé e frutit: vjollcé né té kuge

. Prania e pruinés: po

. Ngjyra e tulit: portokalli e lehté

. Fortésia: e forté

. Tekstura e tulit: mesatare

. Cilésa e frutit né ngrénie: e shijshme, mesatarisht e émbél dhe e 1éngshme

© 00O N oo O B~ W DN P

. Koha e pjekjes: fundi i muajit korrik deri fillimi i muajit gusht
FARA
1.Madhésia: e vogél
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2. Forma: ovale

3. Shképutja e farés nga tuli: mesatare
KARAKTERISTIKAT AGRONOMIKE
1. Prodhimtaria: mesatare né té larté

2. Rezistenca ndaj sémundjeve dhe démtuesit:
PERDORIMI DHE RENDESIA

Shumeé e preferuar pér konsum té freskét dhe pérpunim.

1322 KARTE POMOLOGJIKE
Emértimi: Kumbulla “Cifte”

Pérhapja: Shqipéria e mesme (Elbasan, Librazhd)
Sinonime: “Cifte e Elbasanit”, “E kugja e Elbasanit”
PERSHKRIMI

BIMA

1. Fugia e bimés: mesatare

2.Tendenca e rritjes sé degéve: e hapur
3. Kurora: e gjeré

GJETHJA

1. Madhésia:e vogél né mesatare

2. Forma: ovale, me majé té dukshme
3. Ngjyra: jeshile e errét pa shkélgim
LULJA

1. Lulézimi; fillimi i muajit prill

2. Madhésia: e vogél

3. Ngjyra: e bardhé

FRUTI1. Madhésia: mesatar

2. Forma: e rrubullakét

3. Ngjyra bazé e fruti: e kuge me shkélgim
4. Prania e pruinés: mungon

5. Ngjyra e tulit: e verdhé

6. Fortésia: mesatare

7. Tekstura e tulit: fine
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8. Cilésa e frutit ne ngrénie: i 1éngéshm, i émbél dhe aromatik
9. Koha e pjekjes: fundi i muajit korrik

FARA

1.Madhésia: e vogél

2. Forma: e rrumbullakét

3. Shképutja e farés nga tuli: mestare
KARAKTERISTIKAT AGRONOMIKE

1. Prodhimtaria: e larté dhe e pérvitshme

2. Rezistenca ndaj sémundjeve dhe démtuesit: e larté
PERDORIMI DHE RENDESIA

Konsumohet e freskét si dhe pérpunohet,komposto, raki etj.

1.3.3. KARTE POMOLOGJIKE
Emértimi: Kumbulla “Dalambre”

Pérhapja: kryesisht né zonén e Pérmetit
Sinonime: “Kumbullor i bardhé”
PERSHKRIMI

BIMA

1. Fugia e bimés: e fugishme

2.Tendenca e rritjes sé degéve: drejt lart, pak té varura
3. Kurora: globoze e dendur

GJETHJA

1. Madhésia: e madhe

2. Forma: eliptike, me majé té dukshme

3. Ngjyra: jeshile e errét

LULJA

1. Lulézimi: mesi i muajit mars

2. Madhésia: e vogél

3. Ngjyra: e bardhé

FRUTI

1. Madhésia: mesatar né té madh

2. Forma: ovale, me vijé ndarése gjatésore té dukshme
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3. Ngjyra bazé e fruti: e gjelbért
4. Prania e pruinés: po

5. Ngjyra e tulit: krem

6. Fortésia: mesatare

7. Tekstura e tulit: mesatare

8. Cilésa e frutit né ngrénie: i Embél me shije shumé té miré
9. Koha e pjekjes: fundi i muajit gusht, fillimi i muajit shtator

FARA

1.Madhésia: e madhe

2. Forma: ovale

3. Shképutja e farés nga tuli: shképutet me lehtési
KARAKTERISTIKAT AGRONOMIKE

1. Prodhimtaria: mbi mesataren

2. Rezistenca ndaj sémundjeve dhe démtuesit: e miré
PERDORIMI DHE RENDESIA

Konsumohet e fresket, destilat, e né vecanti gliko.

134 KARTE POMOLOGJIKE
Emértimi: Kumbulla Vardare

Pérhapja: Shqipéria e mesme (Tirané, Elbasan, Librazhd)
Sinonime: Kumbulla Gjatoshe

PERSHKRIMI

BIMA

1. Fugia e bimés: Mesatare né té fugishme

2.Tendenca e rritjes sé degéve: drejt pak e hapur
3. Kurora: e dendur me formé globoze
GJETHJA

1. Madhésia: e madhe

2. Forma: ovale

3. Ngjyra: jeshile
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LULJA

1. Lulézimi: java e paré e muajit prill
2. Madhésia: mesatare

3. Ngjyra: e bardhé

FRUTI

1. Madhésia: i vogél

2. Forma: ovale

3. Ngjyra bazé e frutit: e gjelbért me njé cipé shumé té hollé
4. Prania e pruinés: po

5. Ngjyra e tulit: ngjyreé floriri

6. Fortésia: mesatare

7. Tekstura e tulit: mesatare

8. Cilésa e frutit né ngrénie: aromatik, i Iéngshém dhe i émbél
9. Koha e pjekjes: fundi i muajit gusht

FARA

1.Madhésia: e vogél né mesatare

2. Forma: eliptike
3. Shképutja e farés nga tuli: mesatare
KARAKTERISTIKAT AGRONOMIKE

1. Prodhimtaria: shumé e miré, kur kushtet e mjedisit jané té favorshme gjaté periudhés sé
lulézimit

2. Rezistenca ndaj sémundjeve dhe démtuesit: mesatarisht e ndjeshme ndaj sémundjes sé Sharkés
PERDORIMI DHE RENDESIA
Konsumohet e freskét dhe si distilat.

1.4. Mostrat pér fillimin e punés pér var. autokton té kumbullés “Tropojane”
1.4.1. Puna pérgatitore para kryerjes sé ekspeditave né muajin mars 2023
Gjaté muajit mars, pérpara fillimit t€ punés né, u kryen disa veprimtari, ku ndér mé kryesoret
ishin:
e Diskutimi i planit té veprimtarive duke u ndalur né saktésimin e zonave dhe té periudhave
té kryerjes sé ekspeditave;
e Riorganizimi i grupit té punés;

e Pércaktimi i ményrés, gé do té pérdoret pér etiketimin e biméve qé do té pérzgjidhen;
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e Diskutimi i procedurave, gé do té ndigen gjaté grumbullimit t€ materialit bimor (sythe,
lule, gjethéza) si dhe pércaktimi i té gjitha materialeve té nevojshme gjaté punés, si ¢canta
frigoriferike, gérshéré, gese, lidhése, etiketa kamera etj.

1.4.2. Puna né terren

Sipas programit té punés, veprimtarité kryesore u pérgendruan né:

e Pérzgjedhjen dhe etiketimin e druréve té kumbullés autoktone var. “Tropojane” pér marrje
mostrash sipas protokolleve (shéndetésim dhe testim);

e Karakterizimi dhe vlerésimi pomologjik i individéve té etiketuar duke pérdorur skedat
pérshkruese té miratuara nga IPBGR;

e Pérshkrimi i ekosistemit pérreth druréve t€ kumbullés var. “Tropojane”.

Pér kumbullén var. “Tropojane”, grumbullimi i informacionit t& nevojshém u bé népérmijet
ekspeditave e intervistave me fermeré qé e zotéronin kété kultivar, si né rrethin e Pukés dhe té
Tropojés. Pérgjaté periudhés disa ditore, me grup pune (Fig. 1.1a dhe b), u gjurmuan zonat me
varietetin autokton pér té caktuar parcelat, gé plotésonin disa kushte pér realizimin e studimit
(moshén e biméve, numrin e rrénjéve, kapacitetin prodhues etj.), pasi né kéto zona nuk u
identifikuan blloge tipike pér kryerjen e studimit. Né té tilla kushte u mendua gé studimi té kryhej
né fermén e z. Naim Mehmeti, i cili ka shartuar dhe ruajtur njé numér té konsiderueshém rrénjésh
me kumbull var. “Tropojane”. Bimét gjenden buzé pérroit dhe anés parcelave (Fig. 1.2 dhe 1.3).
Né kéto bimé nuk jané kryer shérbime agroteknike si plehérim, krasitje apo trajtime kimike.

(a) (b)

Figura 1.1. (a) Druré t&€ kumbullés var. “Tropojane” né Rrethin ¢ Pukés dhe (b) né Rrethin e Tropojés

Sl Eai g

(@) )
Figura 1.2. (a) Bimé té mbjella né ané té parcelés dhe (b) Bimé té mbjella anés pérroit
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Pasqyra 1.1. Vendndodhja e parcelés (Qeléz, rrethi i Pukés)

GINIA Prunus

SPECIA domestica

EMERTIMI KumbullaTropojane, Kumbulln e Hasit
VENDI KOLEKSIONIMIT 16 km ne veri perendim te rrethit Puke, qarku Shkoder, komuna Qelez, fshati Dedaj
(JERESIA GIEOGRAFIKE 420512,67TN

(JATESIA GIEOGRAFIKE 019532559 E

METODA metoda ¢ perdorur per koordmatat GPS
LARTESIA MBINIVELINEDETIT (268 m

DATA EKOLEKSIONIMIT 2022.04.19

BURIMI KOLEKSIONIMIT Habitat ¢ ferme

SHENIME

Né terren u bé etiketimi i individéve gé do té vrojtohen né vazhdimési dhe ku do té merret
materiali pér procedurat e shéndetésimit dhe certifikimit. Gjithashtu u krye edhe plotésimi i té
dhénave té pasaportés, (emri shkencor, sinonimi, té dhénat e vendndodhjes, data e marrjes sé
mostrave, statusi, bimésia pérreth) pér zonén e fermés né fshatin Qeléz, Puké (Pasqyra 1.1).

Té dhéna té pérgjithshme pér vlerésimin morfologjik dhe pomologjik si gjendja e bimés, tendenca
e rritjes sé degéve, fugia e bimés, gjethja, lulja, fryti, bérthama, prodhimtaria, pérdorimi, u
realizuan nga té dhénat né terren, pérshkrimi dhe vlerésimi u krye sipas deskriptoréve té IPBGR
(Aneksi 1).

Gjaté muajit prill, sipas planit, u organizuan ekspeditat né terren né rrethin e Pukés, Kukésit dhe
Tropojés me géllim zgjedhjen dhe etiketimin e biméve me kumbull var. “Tropojane” pér marrjen
e suksesshme té mostrave sipas protokolleve pérkatése.

Marrja e mostrave u krye né bimé (Fig. 1.3), té cilat u zgjodhén paraprakisht duke pasur parasysh
kéto karakteristika:

e bimé me lulézim té bollshém;
e bimé me fruta cilésore (madhési, formé, shije);
e bimé me prodhimtari té larté.

Zgjedhja e biméve me fruta cilésoré dhe prodhimtari té larté u realizuan nga té dhénat e marra
gjaté intervistave paraprake me fermerét né zonat pérkatése.

Gjaté periudhés vegjetative u plotésua pjesérisht karta pomologjike (Aneksi 1.1) me té dhénat
pérshkrimore té karaktereve: gjendja e pérgjithshme e bimés, tendenca e rritjes sé degéve, fugia e
bimés, kurora, gjethja, lulja dhe fruti sipas deskriptoréve té IPBGR (Aneksi 1.2). Té dhénat e
siguruara u arshivuan né kompjuter.
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c) d)

Figura 1.3. (a) Pemé var. “Tropojane”nga mirren mostrat; (b) mostra gjethesh; (c) mostra lulesh; (d)
mostra frutash dhe farash

ANEKSI1.1. KARTE POMOLOGJIKE
Emértimi: Kumbull Tropjane

Pérhapja: né veri té vendit, kryesisht Tropojé, Kukés dhe Puké
Sinonime: Kumbulla e Hasit
PERSHKRIMI
BIMA

e Fuqia e bimés: mesatare
e Tendenca e rritjes s€ degéve: e hapur
e Kurora: e gjeré, me formé globoze

GJETHJA
e Madhésia: e vogél né mesatare

e Forma: ovale, me majé té dukshme
o Ngjyra: e gjelbér
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LULJA

e Lulézimi: 10.04
e Madhésia: mesatare
e Ngjyra: e bardhé

FRUTI

Madhésia: e madhe

Forma: ovale

Ngjyra bazé e fruti: blu né vjollcé
Prania e pruinés: e pranishme
Ngjyra e tulit: e verdhé

Fortésia: mesatare

Tekstura e tulit: mesatare

Cilésa e frutit n€ ngrénie: i [éngshém, aromatik dhe me shije té miré
Koha e pjekjes: mesi i muajit shtator

FARA

e Madhésia: mesatare
e Forma: vezake
e Shképutja e farés nga tuli: me lehtési

KARAKTERISTIKAT AGRONOMIKE

Prodhimtaria: mesatare né té larté

Rezistenca ndaj sémundjeve dhe démtuesit: e ndjeshme ndaj sémundjes sé Sharkés.
PERDORIMI DHE RENDESIA

Konsumohet e freskét dhe si fruta té thata.

ANEKSI 1.2. SIPAS DESKRIPTOREVE TE IPBGR

3 (edo ;t)

5 (mesatare) (e fugishme)
1 (ereke) 3 (gjysem-ereke) |5 (horizontale) 7 (e varur)
: MADHESIA 3 (ivogel=11-25g) |5 (mesatar=26-40 g) |7 (i madh=41-55 g)
: FORMA* 1+7 (*shiko legjenden)
: THELLESIA KAVITETIT BISHTIT |3 (i ceket) |5(mesatare) 7 (i thelle)
: NGJYRIMI BAZE* 1+9 (*shiko legjenden)
:NGJYRA E TULIT* 1+6 (*shiko legjenden)
: FORTESIATULIT 3 (e bute) 5 (mesatare) 7 (e forte)
: VECIMI | BERTHAMES NGA TULI |1 (me lehtesi) 2 (mesatare) 3 (e ngjitur)
BERTHAMA: FORMA (ne pamjen ansore) 1 (rumbullaket) 2 (ovale) 3 (eliptike)
BERTHAMA:FORMA (ne pamjen ballore ) |1 (eliptike e ngushte) |2 (eliptike) 3 (eliptike e gjere) |4 (forme pyke)
KOHA E FILLIMIT TE LULEZIMIT 05 .04 Jshenohet data kur 10% e luleve jane te celura
53] || 162 || [KOHA KUR FILLON PJEKJA E FRUTAVE |shenohet dekadakur frutat e pare pigen
L L ]|cILESIANE NGRENIE 3 (e uket) 5 (mesatare) [7 (e mire)
| |l [IsHUAEFRUTAVE e embel ekuilibruar |e tharte
Skema e fushes; foto, skica Informacion shtese nga intervista me fermerin
LEGJENDA DESKRIPTORIT
# 36 & 50 (mbas hegjes se pruines ) #40 & 44 #51
1= e zbardhur 7 = vjollce ne te kuge |1 = e rrumbullaket e s|1 = e zbardhur
2 =egjelbert 8 = violet blu 2 =erumbullaket |2 = e gjelbert
3 =e verdhe ne te gjelbert 9= blue e erret 3 = eliptike 3 = verdhe ne te gjelbert
4 = e verdhe 4 = eliptike e zgjatur |4 = e verdhe
5 = portokall 5= ovale 5 = portokall
6 =e kuge 6 = forme zemre 6 =e kuge
7= forme drop shape
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1.4.3. Marrja e mostrave né terren

Gjaté muajit prill 2023 u organizuan ekspeditat pér marrjen e mostrave né fazén, kur sythet jané
né gjendjen té sapozgjuar. Ekspeditat u kryen né rrethet Puké (Fig. 1.4a), Kukés (Fig. 1.4b),
Tropojé pér kumbullén var. “Tropojane” e nénshartesén “Mirabolano” (Fig. 1.4c).

A R DNt Y

(@) (b) (c)

Figura 1.4. Druré té kumbullés var. “Tropojane”: (a) né Rrethin e Pukés; (b) Kukés; (c) Tropojé

Ekspeditat u realizuan pér té marré mostra pér procedurat e ndryshme pér kéto géllime:

e Degéza njévjecare me sythe té reja, zgjuar pas fjetjes (Fig. 1.5), gé do té pérdoren pér
shéndetésim me ané té kulturés sé meristemés dhe termoterapisé;

e Degéza njévjecare me gjethe pér testim gjenetik té kandidatéve pér klone (Fig. 1.6);

e Degéza njévjecare me lule (Fig. 1.7) dhe mostra me gjethe pér testim fitosanitar.

Gjithashtu jané pérgatitur mostrat me gjethe té gatshme pér testim fitosanitar nga druré té
kumbullés var. “Tropojane” dhe nénshartesés “Mirabolano” (Fig. 8a,b)

A

-

Figura 1.5. Sythe té reja pas zgjimit pas fjetjes si mostra pér shéndetésim in vitro
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Figura 1.8. Gjethe té gatshme pér testim fitosanitar nga druré té: (a) kumbullés cv. “Tropojane” dhe (b)
nénshartesés “Mirabolano”
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Mé 2 deri 4 korrik 2023 &shté organizuar ekspedita e fundit pér kumbullén autoktone var.
“Tropojane” né rrethin e fundit t€ Hasit. Q¢€llimi 1 ekspedités €sht€ marrja e mostrave gjethe, sythe
dhe fruta, vecanérisht pér analiza fitosanitare né frutat (Fig. 1.9 a,b).

Gjaté periudhés sé ekspeditave gjaté muajve mars — prill jané marré mostra sythesh, gjethesh dhe
lulesh, mes tyre dhe mostra simptomatike, qé jané verifikuar edhe nga analizat fitosanitare.

Pér arsyen e verifikimit né té gjitha etapat fenologjike té pranisé sé mundshme té virusit té
Sharkés, jané marré mostra edhe né frutat, mes tyre dhe simptomatiké (Fig.1.9).

Figura 1.9. Degé té kumbullés var, “Tropojane” né Rrethin e Hasit: (a) — gjethe té virusuara dhe frute
asimptomatiké dhe (b) — Gjethe dhe fryt i virusuar.

Mostrat kryesisht josimptomatike dhe né raste té rralla simptomatike té kumbullés autoktone var.
“Tropojane” dhe té€ kumbullés cv. “Stanley” me origjiné amerikane jané marré né Rrethet e
Tropojés, Kukésit, Pukés dhe Hasit, si dhe né Paskugan. Mostrat simptomatike t& kumbullés var.
“Tropojane” jan€ marré n€ Durrés dhe Paskuqan (2022 dhe 2023).

Jané marré kryesisht gjethe simptomatike dhe jo simptomatike, né pranveré jané marré edhe lule.
Sipas rretheve jané marré: Puké (4 mostra), Tropojé (4 mostra), Kukés (4 mostra), Has (4 mostra).
Nga druré té kumbullés var. “Tropojane” jané marré mostra né Durrés (Origjina Tropojé) (5
mostra); kumbull “Tropojane” Kaméz (Origjina Tropojé) (4 mostra); kumbull “Tropojane”
Paskugan (Origjina Kukés) (6 mostra). Mostrat jané marré gjaté ekspeditave né grup (2022,
2023).

Marrja e Mostrave simptomatike (Paskugan) (2023)

Jané marré mostra vecanérisht té garta simptomatike né gjethe né fillim té periudhés sé
vegjetacionit dhe né frutifikim:_njolla klorotike, breza ose unaza (Fig. 1.10).
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1.5. Mostrat pér fillimin e punés pér kultivarin e kumbullés “Stanley”

Kultivari “Stanley” me origjiné amerikane me vlera té larta ushqyese té fryteve éshté i pérhapur
né vend né plantacione té fidanishteve, sepse rreth 20% e peméve é&shté tolerante ndaj virusit té
Sharkés (PPV). Eshté zgjedhur né studim pér krahasim té rezultateve me varietetin autokton
“Tropojane”.

Drurét e kétij kultivari gjenden né koleksionin e druréve frutoré té Qendrés sé Transferimit té
Teknologjive Bujgésore, Vloré.

Kumbulla kultivar “STANLEY” (Prunus domestica L.)

Pemé me fugi mesatare me prodhimtari té larté dhe e géndrueshme. E ndjeshme ndaj lagéshtirés.
Ka karakteristika té mira té frytit, pérshtatet né mjedise té ndryshme. Eshté e géndrueshme ndaj té
ftohtit. Piget né fund té muajit gusht. Drurét rriten né toka mesatare, me lagéshti t¢ mesme, té
drenazhuara miré dhe me kullim t€ miré. Bima “Stanley” éshté veté-pjalmuese.

Prunus domestica L., e quajtur zakonisht kumbulla e zakonshme ose kumbulla evropiane éshté e
pérhapur né Aziné Jug-Peréndimore. Eshté pemé gjetherénése e vogél deri né mesatare.
Kumbullat e thata kané jetégjatési disi mé shumé se kumbullat e tjera pér shkak té mishit mé té

23



forté dhe pérgindjes mé té larté té sheqgerit. PEérmbajtja e larté e shegerit gjithashtu lejon gé ato té
thahen né diell si kumbulla té thata pa fermentim. Ky kultivar zakonisht shartohet né disa
nénshartesa té ndryshme té cilat, ndér té tjera, diktojné madhésiné e pemés: standard (15-20),
gjysmé xhuxh (12-15) e xhuxh (8-10). Pemét xhuxhe japin fruta me pérmasa standarde, por me
avantazhet e pérshtatjes né hapésira mé té vogla dhe mé té menaxhueshme (mé té lehta pér t'u
spérkatur, krasitur etj.). Lulet e bardha shfagen né pranverén e hershme me fryte ovale, té émbla
me lékuré té purpurt té errét e mish té verdhé, gé pigen né fillim té shtatorit (Fig. 1.12). Pemét
fillojné té japin frytet né 3-4 vjet.

/

| (s ‘ »

Figura 1.12. Fruta t€ kumbullés cv. “Stanley”

1.5.1. Marrja e mostrave

Materiali bimor (sythe) pér kultivarét e kumbull€s “Stanley” u izolua nga degg t€ reja, né fillim té
vegjetacionit (mars — prill), kur sythet jané né gjendje té fjetur. Degét e reja u morrén nga drurét
né koleksionin né Bazén Eksperimentale Shamogjin QTTB, Vloré (Fig. 1.13) dhe né Puké (Fig.
1.14).

(@) (b)
Figura 1.13. (a, b) - Koleksioni i kumbullés cv. “Stanley” né Bazén Eksperimentale Shamogjin QTTB,
Vloré dhe (¢) — Marrja e degéve té reja nga izolohen eksplantet sythe pér fillimin e kulturés in vitro
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Figura 1.14. Lule si mostra pér testim fitosanitar praniné e viruseve né kultivarin “Stanley”

1.6. Mostrat pér fillimin e punés pér nénshartesén e kumbullés sé egér
“Mirabolano”

Gjithashtu jané marré mostra té sytheve té nénshartesés “Mirabolano”, si kumbull e egér (Fig.
1.13a, b), gé i jané nénshtruar kulturés in vitro, si dhe testimit gjenetik dhe fitosanitar.

Duhet theksuar, se marrja e mostrave éshté béré e mundur nga ekspeditat e organizuara né disa
rrethe té vendit me mbéshtetje financiare té projektit, kurse karburanti nga buxheti i Akademisé
sé Shkencave né kuadér té projektit 3-vjecar “VITROCERT” (2022 — 2024).

| =t
Pieni i Ny 8

wZ-T

(a) (b)

Figura 1.13. (a) - Druré té nénshartesés sé kumbullés sé egér “Mirabolano” né Rrethin e Pukés dhe (b) -
Koleksioni i peméve drufrutore bérthamore (Kumbulla e egér, nénshartesa “Mirabolano 29/C”) né Bazén
Eksperimentale Shamogjin, QTTB- Vloré
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PERFUNDIME TE KAPITULLIT 1

e Nga veprimtaria njévjecare e projektit rezulton se identifikimi i ekosistemeve natyrale té
pérhapjes sé druréve té kumbullés autoktone var. “Tropojane” paraqget véshtirési pér
faktin se pas viteve 90-té me ndryshimin e regjimit (braktisja e zonave ku gjenden kéto
varietete, vecanérisht né zonat e thella etj.) ka numér té kufizuar té biméve ekzistuese;

e Njohja paraprake e kartelave pomologjike, etiketimi i druréve nga do té merren mostrat
konsiderohet me réndési té vecanté pér fazén e paré té prodhimit té fidanéve té
shéndetésuar dhe té testuar;

e Organizimi i ekspeditave té pérbashkéta t¢ pomologeve, specialisteve té shéndetésimit,
té testimit gjenetik dhe fitosanitar dhe biznesit né popullata té ndryshme (Puké, Kukés,
Tropojé dhe Has) pér marrjen e mostrave né faza té ndryshme fenologjike (sythe, gjethe,
lule dhe fruta) ka dhéné rezultate e duhura né hallkén e paré té certifikimit té fidanéve té
kumbullés autoktone dhe pér té vijuar me hallkat e tjera té certifikimit.

REKOMANDIME

e Meqgenése mungesa e tanishme e pemétoreve “mémé” té druréve frutoré, pérfshiré
kumbullén autoktone var. “Tropojane” heq mundésiné e shtimit dhe pérhapjes té
kontrolluar té fidanéve rekomandohet qé té vazhdojé puna kérkimore e kétij projekti né
vitet pasardhése me ngritjen e repozitoréve me fidané té certifikuar té kategorisé “bazé“
(té testuar si klone dhe té painfektuar nga viruset e patogjené té tjeré);

e Ngritja e pemétoreve “mémé” do té mundésojé organizimin e lehté dhe té sakté té fazés
sé paré sé certifikimit té fidanéve té druréve frutoré.
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KAPITULLI 2

SHENDETESIMI DHE PRODHIMI | FIDANEVE TE KUMBULLES (PRUNUS
DOMESTICA L.) ME ANE TE KULTURES IN VITRO TE MERISTEMES

Valbona Sota, Efigjeni Kongjika, Brunilda Cuko, Elektra Papakosta

Duhet theksuar se kérkimi shkencor pér prodhimin dhe ruajtjen e bimézave té shéndetésuara té
kumbullés bazohet né realizimin e 3 objektivave kryesore:

e Objektivi 1: Rritja e meristemave pér pérftim té bimézave té reja dhe mikroshumimi i
tyre pér té vazhduar me fazat e tjera té testimit gjenetik dhe fitosanitar, si dhe pér
mikroshumim té& métejshém (realizuar né Laboratorin e Kulturave Indore té Departamentit
té Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore té Universitetit té Tiranés);

e Objektivi 2: Mikroshumimi i bimézave in vitro, rrénjézimi i tyre dhe ambientimi in vivo
pér té fituar fidané té shéndetésuar (realizuar né Laboratorin in vitro né Qendrén e
Transferimit té Teknologjive Bujgésore, Vloré);

e Objektivi 3: Konservimi me ané t€ metodés sé€ rritjes minimale (4°c) té popullatave t&
ndryshme té kumbullés (realizuar né Laboratorin e Kulturave Indore té Departamentit té
Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore té Universitetit té Tiranés).

Objektivi 1: Rritja e meristemave pér pérftim té bimézave té reja dhe mikroshumimi i tyre
pér té vazhduar me fazat e tjera té testimit gjenetik dhe fitosanitar, si dhe pér mikroshumim
té métejshém

2.1. Shéndetésimi i materialit mbjellés t¢ kumbullés autoktone me ané té
kulturés sé meristemeés

2.1.1. Roli i meristemés né shéndetésimin e materialit bimor mbjellés té infektuar nga
viruset

Infeksionet e brendshme té shkaktuara nga viruset, kérpudhat apo bakteret jané shumé té 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. Eliminimi i
njé patogjeni éshté né pérpjesétim té zhdrejté me madhésiné e patogjenit dhe me marrédhéniet
patogjenike me bimén bujtése. Késhtu, shumé nematoda endoparazite me madhési nga 500 deri
2000 p lokalizohen né rrénjé dhe kané njé metabolizém té pavarur nga ai i bimés bujtése. Né se
bima e infektuar shumohet si me fragmente ajrore (shartesa, copa etj.) ashtu dhe me faré, nuk
kérkohet asnjé manipulim i vecanté pér té fituar bimé té painfektuara, sepse agjenti gé duhet
eliminuar nuk éshté i pranishém né organet e shumimit. Mundésia tjetér e eliminimit selektiv té
nematodeve me ané té nematicideve kimiké pa démtuar bimén éshté e preferuese.

Mikoplazmat, bakteret dhe kérpudhat jané organizma me madhési dhe kompleksitet mes
nematodeve dhe viruseve. Véshtirésia e eliminimit té tyre éshté mesatare dhe varet nga tipi dhe
nga marrédhéniet bujtés-patogjen. Nga ana tjetér, viruset jo vetém nuk eliminohen me produkte
kimike, por ato edhe transmetohen gjaté shumimit seksual. Njihen rreth 600 viruse té biméve, prej
té ciléve 80 transmetohen me ané té farave. Klonimi i kultivaréve té ndryshém, si praktiké e
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zakonshme gé con né stabilizimin e karakteristikave agronomike kryhet pérgjithésisht me ané té
shumimit vegjetativ. Infeksionet virusale né bimét e shumuara né ményré vegjetative mund té
Cojné né pasoja té rrezikshme, sepse patogjenet transmetohen edhe gjaté shumimit vegjetativ. Té
gjithé patogjenét, por ne vecanti viruset zvogélojné prodhimin e biméve dhe ulin cilésiné e tij. Kjo
éshté arsyeja qé materiali fillestar i shumimit vegjetativ duhet té jeté i painfektuar.

2.1.1. Metodat pér prodhimin e biméve té painfektuara nga viruset

e Trajtimi me nxehtési ose termoterapia;

e Kaultura e meristemés;

e Termoterapia, e ndjekur nga kultura e meristemés;

e Formimi i kércejve adventivé, i ndjekur nga kultura e meristemés;

e Mikro-shartimi (shartimi i meristemave né biméza té painfektuara nga viruset).

Kultura e meristemés éshté mé e pérdorshme dhe me kosto mé té ulét pér té fituar bimé pa viruse.
Me siguri mé té ploté éshté induktimi fillestar i kércejve adventivé né eksplante, i ndjekur nga
kultura e meristemés sé kércejve adventivé. Termoterapia e shogéruar me kulturén e meristemés
éshté shumé efektive kundér viruseve dhe mikoplazmave né drurét frutoré, pér té cilat vetém
kultura e meristemés éshté e véshtiré pér té fituar fidané té shéndetésuar dhe pa viruse.

Gjethe primordiale Menstema apikale
Gjethe prumordiale
/ N\

i Syth sqetullor /

Prokambam ,/'/
; o /
' Zona subapikale /‘,
: . /
\ !

Figura 2.1. Diagrama e njé meristeme kércelli, gé pérmban meristemén apikale dhe rajonin meristematik
subapikal me gjethet primordiale.

Sot, kultura e meristemés pércaktohet nga eksplanti i pérbéré nga zona e majes dhe njé gjethe e
vogél primordiale, e lokalizuar né zonén nén majén (Fig. 2.1). Né se pérfshihet né eksplant edhe
ndonjé pjesé poshté zonés meristematike nén majé, procedura nuk i referohet mé kulturés sé
meristemés, por kulturés sé majés sé kércellit.

2.1.2. Roli i meristemés né fitimin e biméve té painfektuara nga viruset

Arsyet e mosinfektimit t¢€ meristemés nga viruset jané ende té pashpjegueshme plotésisht,
megjithaté ka disa hipoteza pér mungesén apo nivelin shumé té ulét té viruseve né meristemat
apikale:
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e Viruset lévizin né bimé pérmes indit enézor, gé mungon né meristemé;

e Meristemat apikale jané inde, qé rriten shpejt dhe késhtu, lévizja e viruseve pérmes
plasmodesmave éshté mé e ngadalshme se sa intensiteti i shumimit té gelizave duke 1éné té
painfektuara shumicén e gelizave;

e Intensiteti i larté i aktivitetit metabolik né indet meristematike bén qgé acidet nukleike té
pérdoren pér ndarje gelizore dhe jo pér shumimin e viruseve. Duket se gelizat e meristemés né
ndarje aktive zotérojné njé fare imuniteti ose ka njé konkurencé té madhe pér pérdorimin e
metabolitéve mes gelizave dhe viruseve, gé mé shpesh fitohet nga gelizat meristematike. Kjo
hipotezé e fundit &shté verifikuar nga rezultatet e termoterapisé, gé favorizon ndarjen gelizore
né temperature té rritur, kur ky faktor zvogélon shpejtésiné e shumimit té virusit;

e Ka disa hipoteza se fitohormonet endogjene, té pranishém né indet meristematike né
pérgendrime mé té larta se né pjesén tjetér té bimés mund té frenojné shumimin e viruseve.

2.1.3. Roli i meristemés né shumimin e biméve té larta.

Morfogjeneza e biméve té larta realizohet nga ekzistenca e meristemave me strukturé komplekse.
Né bazé té shumimit vegjetativ spontan apo te provokuar éshté potenciali pér té prodhuar
meristema duke u nisur nga geliza té padiferencuara ose pér té riformuar meristema prej gelizave
té diferencuara. Ky potencial éshté né bazé té shumimit in vitro té biméve dhe shprehet né ményré
té ndryshme sipas familjeve, species, kultivarit, organit dhe indit. Kjo larmi shprehet edhe brenda
bimés, sepse ka dallim té garté mes meristemés sé rrénjés dhe té kércellit, & ndryshojné né
strukturé dhe funksion. Shembull i plasticitetit té tyre éshté ai i meristemés lulore. Duke mos gené
as tipike vegjetative, as tipike lulore, kjo meristemé pérfagéson njé fazé tranzitore mes té dy
llojeve dhe eksperimentalisht mund té orientohet né té dy rrugét.

Gjithashtu, gelizat gé pérbé&jné meristemén e majés tentojné té jené gjenetikisht té géndrueshme.
Né sistemin e mikroshumimit gé ndjek até té kulturés sé meristemés, kéto geliza kané potencialin
maksimal pér té prodhuar bimé, gé kané pérbérje té njéjté gjenotipike dhe fenotipike si burimi i
eksplantit edhe pér arsye té moskalimit té eksplantit né fazén e kallusimit.

Né realizimin e teknikés in vitro pér prodhimin e biméve té painfektuara, réndési té veganté ka
madhésia e meristemés. Shanse mé té médha pér bimé té painfektuara ekzistojné, kur izolohet
vetém meristema, por shansi i meristemés pa gjethet primordiale pér té mbijetuar éshté shumé i
vogeél. Nga ana tjetér, izolimi i meristemés mé té madhe (me mé shumé se njé gjethe primordiale)
jep shanse té vogla pér fitimin e biméve té painfektuara. Kérkohet njé kompromis dhe duhet té
zgjidhen eksplante me madhési ndérmjetése.

2.2. Realizimi i kulturés sé meristemés
Kryhet ne disa stade:

Stadi 1. Marrja e meristemés nga bima mémé
Mirren né konsideraté 4 probleme:

e Sezoni i marrjes sé eksplantit.

Suksesi i kulturés sé meristemés sé kércellit varet nga sezoni i marrjes sé eksplantit dhe kushtet e
rritjes sé biméve “méma”. Sipas literaturés, rezultate mé té mira priten kur meristemat izolohen né
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fund té periudhés sé fjetjes, kur sythet sapo fillojné té zhvillohen. Siguria maksimale pér té fituar
biméza té rrénjézuara miré éshté marrja e meristemave né pranveré né bisge vegjetative té rinj.

e Cilésité e bimés “mémeé”

Bimét né gjendje té miré fiziologjike japin inde, gé reagojné mé miré né kulturé aseptike se sa
bimét e sémura. Kryesore éshté gé bima “mémé” té keté edhe karakteristika té mira agronomike
etj.

e Tipi i organit dhe vendi i eksplantit né bimé

Suksesi 1 kulturés varet nga tipi i sytheve dhe i kércellit. Majat meristematike preferohen té
mirren nga bisge né rritje aktive, kur pérgendrimi i patogjenit tenton té reduktohet, kurse
potenciali i rritjes pas prerjes éshté mé i madh. Bisqet e sipérme né kércell kané pérgendrim mé té
ulét té viruseve se ato né té poshtmet. Né speciet drurore, meristemat e izoluara nga degét né rritje
marrin ngjyre kafe né terren pér shkak té fenoleve dhe alkaloideve dhe vdesin. Megjithaté, kultura
e meristemés éshté e mundur duke pérdorur meristema nga kércej té formuar né kulturé in vitro.

e Mosha optimale e organit ku mirret eksplanti

Eksplantet nga inde t€ moshuara kané kapacitet mé té ulét té organogjenezés se sa ato né inde té
reja, pak té diferencuara ose né inde me karakteristika juvenile.

Stadi 2. 1zolimi dhe dezinfektimi i meristemés

Ashtu si¢ u pérmend mé lart, réndési té vecanté ka madhésia e eksplantit, meristemés, qé i
nénshtrohet kulturés in vitro. Né pérgjithési, sa mé i madh té jeté eksplanti, ag mé e larté éshté
pérgindja e mbijetesés dhe ag mé i madh shansi i rigjenerimit té biméve. Gjithashtu, eksplanti mé
i madh prodhon kércej me pérgindje mé té larté rrénjézimi. Nga ana tjetér, sa mé i madh té jeté
eksplanti, ag mé e ulét éshté pérgindja e biméve té painfektuara qé prodhohen. Sa mé i vogél té
jeté eksplanti, ag mé i madh éshté démtimi i shkaktuar nga prerja dhe ag mé i madh ¢regullimi
metabolik gé ¢con né eliminimin e viruseve edhe kur eksplanti fillestar &shté i infektuar. Né bazé té
njé kompromisi, duhet té zgjidhen eksplantet me madhési ndérmjetése. Prania e gjethes
primordiale mund té pércaktojé aftésiné e njé meristeme pér t'u zhvilluar.

Neé pérgjithési, pér géllime klonale, vihen né kulturé meristema me 3-4 gjethe primordiale. Né se
objektivi éshté eliminimi i infeksioneve patogjené, duhet té pérdoren meristemat vetém me njé
cift gjethesh primordiale.

Vetém kultura e meristemés, shpesh nuk éshté efektive, kur viruset pushtojné meristemén né
shkallé té ndryshme, né vartési té specieve bujtése dhe tipit té virusit. Késhtu, shpesh éshté e
pamundur té izolohet njé majé meristematike ag e vogél sa té mos keté viruse dhe né té njejtén
kohé né madhési pér té prodhuar njé bimézé. Né kété rast, termoterapia mund té jeté njé zgjidhje.

Sipas procedurés sé izolimit dhe dezinfektimit té ekspanteve, nga bima “mémé” merren bisqe me
disa gjethe. Shumica e gjetheve higet dhe bisget zhyten né etanol 70° pér disa sekonda deri njé
minuté. Dezinfektimi i dyté béhet me zbardhues, si hipoklorit natriumi ose kalciumi, apo me
Acce. Né rast té eksplanteve té vecanta gé dezinfektohen me véshtirési, pérdoret biklorur zhive
HgCl,. Béhet shpélarja disa heré me ujé té distiluar dhe steril. Gjethet e mbetura higen né
stereomikroskop me zmadhim x 40 né boksin steril ose né fluksin laminar.

Pritet meristema me 1-2 gjethe primordiale né formé kubi shumé té vogél me 0.1mm diametér
dhe 0.2-0.4 mm gjatési. Eksplantet vendosen menjéheré né terrenin ushqyes me agar duke evituar
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tharjen e tyre edhe nga ndikimi i rrezeve té ngrohta té drités né stereomikroskop, té vendosur né
fluksin laminar.

Stadi 3. Inokulimi i meristemés
Terreni ushqyes.

Nuk ka njé terren ushqyes universal pér kulturén e meristemés. Shumica e terreneve té zakonshém
ndryshojné nga qgéllimi i kulturés dhe né se éshté kulturé e meristemés sé kércellit apo e rrénjés.
Pérbérja e terrenit éshté komplekse, pasi meristema éshté shumé e vogél dhe duhet té mbéshtetet
rritja e saj deri né fund. Cdo specie, bile dhe kultivar kérkon terren specifik. Pérvec késaj, terreni i
inokulimit nuk éshté i njéjté me até té zgjatjes sé sythit dhe me até té rrénjézimit. Terreni me
universal éshté ai Murashige dhe Skoog (MS) me sasi té rritur kripérash inorganike. Meristemat
izolohen dhe inokulohen né terren solid me agar-agar. Terreni duhet té keté pH 5.4-6.0. Makro-
ushqyesit, vecanérisht kripérat e me jonet K* dhe NH4" duket se jané mé té réndésishmit pér
rritjen e eksplanteve té vegjél té meristemés. Sakaroza pérdoret 2-3% si burim karboni. Pérdoren
vitamina té ndryshme, sidomos tiamina, si dhe fitohormone te ndryshme né pérgendrime té vogla.
Né angjiospermat, veté pjesa meristematike nuk éshté autonome pér auksinat. Késhtu, auksinat
ekzogjene jané esenciale né rastin e kulturés sé meristemave té vogla.

Auksinat duhen pérdorur pér fillimin e formimit té rrénjéve, kurse né shogérim me citokininat pér
stimulimin e ndarjes gelizore. Mes auksinave, 2,4-D duhet té shmanget, sepse né pérgjithési
shkakton kallusime dhe né kéto raste, mund té shfagen variacione somaklonale, gjé gé nuk ¢on né
prodhim té té gjitha biméve identike me bimén “mémé”. Ndér auksinat pérdoren mé shpesh AIA
(acidi indolacetik), AIB (acidi indolbutirik) dne ANA (acidi naftilacetik). AIA éshté auksina mé e
dobét dhe inaktivizohet nga drita dhe nga enzima AlA-oksidaza. ANA éshté auksina gé pérdoret
mé shpesh né stadin e paré né pérgendrime té rendit midis 0.045 deri 10 pM.

Citokininat jané té nevojshme, vecanérisht né speciet me nivel té ulét endogjen té kétyre
fitohormoneve né meristemat e tyre. Megenése rrénjét jané vendet kryesore té biosintezés sé
citokininave, shumica e terreneve kané si shtesé njé citokininé pér té mbéshtetur proliferimin e
kércejve anésoré. Citokininat mé té pérdorshme jané kinetina dhe BAP (benzilaminopurina). BAP
éshté mé efektivi pér kulturén e meristemés sé kércellit, ndjekur nga kinetina.

Giberelinat pérfshihen vetém né 17 % té rasteve né stadin I. GA3 pérdoret shpesh pér diferencim e
zgjatjen e kércejve. Sasi té mjaftueshme té kétij hormoni sintetizohen né shumicén e eksplanteve.

Stadi 4. Rritja e meristemés.
Kushtet e rritjes.

Pér kulturat e meristemés jané kryer studime pér kushtet optimale té rritjes sé tyre, si intensiteti i
ndricimit, fotoperioda, cilésia e drités, temperatura dhe lagéshtia. Né& pérgjithési, kultura e
meristemés sé kércellit inkubohet né kushte ndrigimi. Zakonisht pérdoret ndricimi 2000 luks. Kur
kércejté e rinj arrijné gjatésiné 1 cm, intensiteti i ndrigimit rritet deri né 4000 luks. Intensiteti i
larté éshté kryesor pér mbijetesén e kulturave, kur kércejté fillojné rritjen dhe kur transferohen né
terrenin e rrénjézimit. Kur drita stimulon sasiné e larté té polifenoleve, gjé gé shogérohet me
njollézimin e murrmé té terrenit, duhet té reduktohet intensiteti i ndri¢gimit nén 1000 luks ose edhe
té inkubohen kulturat né errésiré. Periudha e errésirés éshté e nevojshme, ndofta pér t€ minimizuar
efektin frenues té aktivitetit té polifenoloksidazés né drité.
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Njé fotoperiodé e gjaté kérkohet pér té stimuluar rritjen in vitro dhe pér té parandaluar induktimin
e fjetjes, me pak pérjashtime. Fotoperioda mé optimale e pérdorur éshté 16 oré dité/8 oré naté. Né
shumicén e rasteve pérdoret ndri¢imi me tuba fluoreshente té drités sé bardhé dhe té ftohté.

Temperatura optimale e inkubimit varion sipas specieve té ndryshme. Zona klimatike e origjinés
sé species ofron informacion pér temperaturén gé duhet zgjedhur. Temperatura e rritjes normale
éshté né kufijté 21°-28° C. Né kushte té mira, né terren ushqyes té favorshém vihet re njé zhvillim
i shpejté i meristemave.

Suksesi i kulturés sé meristemés.

Pér gjykimin e suksesit té kulturés merret né konsideraté numri fillestar i meristemave, qé
zvogélohet pér disa arsye:

Té natyrés teknike. Manipulimi éshté delikat dhe ka njé pérgindje infeksioni bakterial dhe
kérpudhor rreth 5% né rastet mé té mira. Nj& numér meristemash thahen ose démtohen gjaté
izolimit dhe inokulimit.

Té natyrés fiziologjike. Lidhen me problemet e moshés, té gjendjes fiziologjike té€ bimés “mémé”
etj. Né rastet e specieve drurore, meristemat e prera nga bisqget né rritje marrin ngjyre té murrme
dhe shpejt vdesin, prandaj izolohet meristema e sytheve né getési.

Sé fundi, nuk ka réndési té madhe pérgindja e suksesit, se sa mundésia e prodhimit té disa
bimézave té shéndetésuara, gé pérfshihen né subkulturé me géllim mikroshumimi.

Stadi 5. Subkultura.

Né pérgjithési, kultura e meristemés shogérohet me mikroshumim dhe kalohet né fazén e
mikrocoptimit, ku biméza e re ndahet né copa kércelli me 2 gjethe gé né terren té ri shpesh edhe
pa fitohormone jep biméza té reja. Mund té fitohet njé numér shumé i madh bimésh té reja té
painfektuara. Mikroshumimit i nénshtrohen té gjitha pjesét e organeve, gjethet, bishtat e tyre dhe
rrénjét. Njihet qé procesi i subkulturés mund té ndryshojé gjendjen fiziologjike duke kaluar
gradualisht né juvenilizimin e eksplanteve.

Stadi 6. Rrénjézimi i bimézave té reja in vitro

Pérfshin zhvillimin e sistemit rrénjor, duke ndérpreré formimin e bisgeve anésoré dhe pastaj
induktohet formimi i rrénjéve in vitro duke i kaluar bimézat né terrene me pérgendrime té uléta té
auksinave ANA ose té AIB. Trajtimi me auksina mund té kufizohet dhe né njé kohé té shkurtér
para kalimit né terren té ri.

Procesi i rrénjézimit éshté shumé kompleks. Né vartési té eksplantit kérkohen sasi té ndryshme té
auksinave ekzogjene. Né kété stad, pérfshirja e auksinave né terren mund té japé efekte té
padéshiruara, si stimulim té prodhimit té kallusit dhe frenim té zgjatjes sé rrénjéve. Shpesh,
formimi i rrénjéve kryhet né terren pa hormone.

Né pérgjithési, citokininat pérshkruhen si frenues té rrénjézimit, kurse auksinat duket se
stimulojné kété proces. Megjithaté, sasi té vogla té citokininave kérkohen shpesh pér rrénjézim
optimal in vitro.

Stadi 7. Pérgatitja e biméve pér transferim né vazo.

Sé pari, kjo etapé pérmbledh rrénjézimin e bimézave, kur rigjenerohen rrénjé shtesé nga tufat
enézore né kércejté e bimézave té stadit 4. Pérpara rrénjézimit kérkohet gé té reduktohet niveli i
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citokininave. Pér fillimin e rrénjézimit éshté kryesore prania e auksinés pér 4-8 dité, gé mund té
ndiget nga rritja né terren pa auksina. Né shumé eksperimente é&shté stimuluar rrénjézimi né
terrene ushgyese MS dhe B5, té holluara dy, tre dhe katér heré.

Ashtu si né rastin e mikroshumimit, bimézat e fituara in vitro nga kultura e meristemés duhet té
kalojné né fazén e aklimatizimit té tyre pérballé stresit ujor, ményrés autotrofe té té ushqyerit dhe
ndricimit me intensitet té larté.

2.3. Té dhéna té pérgjithshme pér kulturén e meristemés sé kumbullés
(Prunus domestica L.)

2.3.1 Pérzgjedhja e specieve bimore

Jané zgjedhur varietet dhe kultivar t& kumbullés (Prunus domestica L.), ekzistues né tregun
shqgiptar me probleme té tolerancés ndaj viruseve:

e Varieteti autokton i Kumbullés “Tropojane”, i pérhapur né Shqipériné e Veriut, emértohet
shpesh kumbulla e Hasit dhe éshté i ndjeshém ndaj Sharkés (PPV).

o Kaultivari “Stanley” me origjiné amerikane me vlera té larta ushqyese té frutave, i pérhapur
né vend, rreth 20% e peméve té kétij kultivari &shté tolerant ndaj virusit t¢ PPV, i zgjedhur
pér té krahasuar rezultatet me kultivarin autokton.

Objektivi: Rritja e meristemave pér pérftim té bimézave té reja dhe mikroshumimi i tyre
2.3.2. 1zolimi i eksplanteve fillestare dhe dezinfektimi i tyre

Né Kkulturat in vitro, hapi i paré éshté marrja e pjesézave bimore nga materiali fillestar, eksplante.
Zgjedhja e eksplantit ndikon né suksesin e kulturés. Si eksplante fillestare u pérdorén sythet
(sisteme té organizuara), qé kalojné né rrugén e zhvillimit té organogjenezés direkte.

Figura 2.2. a) Shpélarja e eksplanteve; b) Dezinfektimi i tyre; ¢) Veprimet né fluksin laminar

Merren dhe priten (vegohen) gjithé sythet e majés dhe ato anésoré. Eksplantet shpélahen né ujé té
rrjedhshém pér 20 min. Gjithashtu vendoset njé napé gé té mos dalin eksplantet nga erlenmajeri
(Fig. 2.2a). Pas 20 min derdhet uji dhe béhet dezinfektimi i tyre. Né erlenmajerin ku ndodhen
eksplantet hidhet biklorur merkuri HgCl; (0.1%) dhe disa pika (2 deri né 3) Tween 20 (Fig. 2.2b).
Mé pas béhet dezinfektimi pér 6 min duke i tundur lehtésisht brenda né fluks laminar. Derdhet
tretésira dezinfektuese e sythave dhe shpélahen disa heré (3 heré) me ujé té bidistiluar qé té
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largohet ndonjé mbetje nga Iéngu. Pérpara inokulimit né terrenet ushqyese, higen fundet e prera té
eksplanteve, gjethet e tepérta me njé bisturi né kushte sterile brenda fluksit laminar (Fig. 2.2c).

2.3.3. Sterilizimi i pajisjeve dhe materialeve

Si fillim, mbéshtillen gotat e gelqit, bisturité, gérshérét, pincat, pjatat e Petrit me letér alumini dhe
sterilizohen sé bashku me shishet me ujé té distiluar né autoklavé né 120°C, 118kPa (1.18 bar)
presion avulli pér 20 min. Spérkatet sipérfagja e punés sé fluksit laminar me alkool etilik 95° (v/v)
dhe lihet té thahet. Mé pas, sterilizohet edhe fluksi laminar duke ekspozuar tavolinén e punés nén
ndricimin ultravjollcé pér 20-30 min. Pérpara punés me eksplantet, sterilizohen bisturité dhe
pincetat me ané té kalimit né flakén e llampés me alkool pér 10 — 15 sek.

2.3.4. Inokulimi né kushte aseptike dhe kushtet fizike né dhomén vegjetative

Fluksi laminar (Fig. 2.3a) pastrohet me etanol paraprakisht dhe gjithé mjetet jané té sterilizuara.
Tregohet kujdes me nxjerrjen e duarve jashté ose komunikim gjaté punés né fluks. Brenda fluksit
laminar béhet prerja e sakté e sythave té bimés, duke larguar pjesén mé té madhe té gjetheve né
gofté se jané té médha dhe vendosen sythat me kujdes me ané té pincetave né terren. Provéza
mbahet tek Ilamba me zjarr dhe bima duhet vendosur shpejt gé té keté sa mé pak mundési
ndotjeje.

Figura 2.3: a). Pamje e fluksit laminar b) Pamje e dhomés vegjetative

Pas etiketimit me datén e kulturés, emrin dhe llojin e eksplantit, té gjitha kulturat vendosen né
dhomén e kulturés (Fig. 2.3b) me parametrat fiziké té kontrolluar si fotoperioda, temperatura,
intensiteti i ndricimit dhe lagéshtia, me réndési pér mbarévajtjen e kulturés in vitro.

o Drita, &shté faktori mé i ndérlikuar ndikues, si pér sa i pérket gjatésisé sé dités, ashtu dhe pér
sasiné e ndrigimit dhe spektrin e drités. Fotoperioda 16-18 oré ndrigim/24 oré éshté mé e
pérdorshme. Né disa raste, kulturat mbahen né ndricim té vazhdueshém, Ndricimi 2500-4000
luks éshté optimal, kurse ndrigimi mé i larté shkakton démtime né bimé. Mé shpesh pérdoren
tuba fluoreshente (tipi i bardhé dhe i ftohté) me raport té larté drite portokalli/té kuge. Kéto
eliminojné mjaft rrezet ultravjollcé gé kané ndikim frenues né formimin e kércejve
adventive.

o Temperatura, mbahet konstante né kufijté 20°-25°C. Temperatura optimale pér rritjen in vitro
gshté 3% 4°C mé e larté se né kushte in vivo. Temperatura shumé t& uléta pérdoren pér té
ndérprereé rritjen.
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Pér ¢do stad zhvillimi kulturat mbahen 4
parametrave té ndryshém nga stafi (Fig. 2.4)

Figura 2.4. Momente té punés né dhomén e kulturés in vitro: (a) - Stafi shkencor dhe teknik dhe (b) —

javé dhe mbahen shénime pér dinamikén e

Studente e doktoraturés

(b)

2.3.5. Pérgatitja e tretésirave stok té domosdoshme pér terrenet ushqyese

Sythet e pérzgjedhura inokulohen né dy tipe té tretésirave me kripéra bazale, MS (Murashige &
Skoog, 1962) dhe WPM Woody Plant Medium (Lloyd & McCown, 1981) me raport té ndryshém
hormonal. Terreni ushqyes pérgatitet duke u nisur nga tretésira stok e cdo pérbérési. Pérbérésit
kryesoré té terrenit jané: elementét mineralé (kripérat e makro dhe mikroelementéve), kelati i
hekurit, vitaminat dhe hormonet bimore (Pasqyra 2.1).

Pasqgyra 2.1. Pérbérja minerale dhe vitaminike e terreneve ushqyes té analizuar

Pérbérésit WPM
Makroelementét mg/| 1 litér 10x mg/| 1 litér 10x
KNO; 1900 19000 / /
NH;NO3 1650 16500 400 4000

Zn(NO3) 6H,0 / / / /
K,SO, / / 990 9900
MgSO, 7H,0 370 3700 370 3700
KH,PO, 170 1700 170 1700
CaCl, 2H,0 440 4400 96 960
Mikroelementét mg/I 1 litér 10x mg/Il 1 litér 10x
H3BO; 6.2 62 6.2 62
MnSO4 H20 16.9 169 22.3 223
CuS0O, 5H,0 €0.025 0.25 0.25 2.5
Na,MoO, 2H,0 0.25 2.5 0.25 2.5
ZnS0O, 7H,0 8.6 86 8.6 86
CoCl, 6H,0 0.025 0.25 / /
KJ 0.83 8.3 / /
NiSO, 6H,0 0.83 8.3 / /
Kelati i Hekurit mg/l 100 ml 100X mg/Il 100 ml 100X
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FeSO4.7H20 27.85 278.5mg 27.8 278.5mg
Na2 EDTA 37.3 373 mg 37.3 373 mg
Vitaminat mg/I 100 ml 100X mg/I 100 ml 100X

Acid nikotinik 0.5 5 0.5 5

Piridoksiné HCI 0.5 5 0.5 5
Tiaminé HCI 0.1 1 1 10
Gliciné 2 10 2 20
Cisteiné / / / /
Biotiné / / / /
Mio-inozitol 100 / / /

Si tretés pér pérgatitjen e tretésirés sé makroelementéve, mikroelementéve dhe vitaminave
pérdoret uji i distiluar. Té gjithé makroelementét treten secili mé vete me njé sasi té vogeél uji té
distiluar me pérzierje dhe/ose nxehtési dhe mé pas bashkohen dhe tarohen deri né véllimin e
déshiruar me ujé té distiluar. Né té& njéjtén ményré pérgatitet edhe tretésira stok e
mikroelementéve dhe e vitaminave. Nga vitaminat bén pérjashtim vetém mioinozitoli, qé nuk
pérfshihet né stok, por peshohet né vlerén e déshiruar dhe shtohet né terren gjaté pérgatitjes sé tij.

Tretésira e kelatit t¢ hekurit pérgatitet duke i tretur sasité pérkatése t¢ FeSO, x 7H,O dhe té
Na;EDTA mé vete né ujé me nxehtési. Kur vlon tretésira e Na;EDTA, né té shtohet tretésira e
FeSO4 x 7H,0 dhe lihen té vlojné sé bashku pér 30 min. Pas késaj, shtohet gradualisht ujé i
distiluar deri né véllimin e caktuar. Kjo tretésiré ruhet né errésiré né 4°C gé té mos kryhet
oksidimi i Fe?* né Fe*".

Hormonet bimore dhe/ose rregullatorét e rritjes pérgatiten si tretésira stok mé vete (Pasqyra 2.2)
Auksinat treten si fillim né disa pika NaOH 1N dhe mé pas shtohet ujé i distiluar deri né véllimin
e pércaktuar. Citokininat treten né 1 ml HCI dhe shtohet ujé i distiluar deri né véllimin e
pércaktuar.

Té gjitha tretésirat stok ruhen né 4°C né frigorifer. Ato shtohen né sasiné e duhur né terrenin
ushqyes. Tretésirat stok t& hormoneve bimore pérdoren deri né 2 javé pas pérgatitjes dhe jo mé
tepér, sepse degradohen shpejt duke humbur késhtu funksionin e tyre.

Pasqyra 2.2. Pérgendrimet e hormoneve bimoré né tretésirat stok

Emértimi mg/ml 100 ml 100x
AlA 1 10
AlB 1 10
ANA 1 10
BAP 1 10
GA; 1 10

2.3.6. Pérbérja e terreneve ushqyese né stadet e ndryshme té mikroshumimit
Terrenet ushqyese kané né pérbérje kéto 1éndé organike dhe inorganike té renditura si mé poshté:
Tretésira stok té makro- dhe mikro elementéve;
Tretésira stok e kelatit t& hekurit;

Tretésira stok té vitaminave;
Tretésira stok t& hormoneve bimorég;

o O O O
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Mioinozitol 100 mg
Sakaroza gé shérben si burim karboni (3%);
Agari éshté njé pérbérés tjetér gé shtohet pér té ngurtésuar terrenin (0.6%);

pH (pérgendrimi i joneve H' né tretésiré), i cili duhet té rezultojé midis vlerave 5,5-6, ku
pérkatésisht né rastin toné rezulton 5,8;

o Ujéidistiluar;

o O O O

Pasi pérzihen té gjithé elementét e mésipérm, terreni ushqyes ngrohet deri né vlim né mikrovalé
né ményré qé té realizohet tretja e sakarozés dhe e agarit. Pas kétij procesi, terreni shpérndahet né
provéza gelgi dhe vendosen né autoklavé né temperaturé 121°C, presion 1 atm pér 20 min, sepse
né kété ményreé sigurohen kushtet e asepsisé.

2.3.7. Terrenet e pérdorura né stadet e ndryshme té kulturés sé meristemés
Stadi I - proliferimi dhe zgjatja e eksplanteve
Eksplantet inokulohen né dy terrene té ndryshme proliferimi:
J Terren bazé WPM me shtesa té vitaminave WPM dhe 10 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA;
o Terren bazé MS me shtesa té vitaminave MS dhe 10 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA.
Stadi 11 — subkultura

Bimézat e gjeneruara né stadin e proliferimit nga eksplante té ndryshme kalohen né subkulturé né
variante té ndryshme té terrenit t&¢ mikroshumimit:

e Terren MS me shtesa t& vitaminave MS dhe 10 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA;
e Terren WPM me shtesa té vitaminave WPM dhe 10 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA.

Stadi 1 —rrénjézimi

Né kété stad do té pérdoret terreni: Makroelementé % MS, mikroelementé MS, vitamina MS té
kombinuar me 1 mg/l AIB (acidi 3- indolbutirik).

2.4. Protokollet pér shéndetésimin e fidaneve té varietetit autokton té kumbullés
“Tropojane” dhe kultivarit “Stanley” (viti 2022)

2.4.1. Kultura e meristemés pér shéndetésimin e bimézave té kumbullés (Prunus
domestica L.)

Kultura e meristemés sé kércellit 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 pérfshin 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 pérdorimin e teknikés sé kulturés sé meristemés pér eliminimin e
patogjeneve. Shpesh pér té gjeneruar bimé pa viruse, kultura e meristemés gérshetohet me
termoterapiné (kultivimi pér 6 javé né temperaturé 35-38°C).
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Protokolli 1: Pérgatitja e terreneve ushqgyese pér rritjen e meristemave (Fig. 2.5).

Fillimisht studiohet me pérpikméri formulimi i terrenit ushqyes qé pérgatitet (terreni bazé +
shtesat e nevojshme né pérputhje me géllimin);

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

Shtohen me saktési té gjithé pérbérésit e tretésirave stok, ku kujdes maksimal tregohet me
pérllogaritjen e véllimeve té marra pér cdo tretésiré né pérputhje me pérgendrimin me té cilén
ajo éshté pérgatitur dhe me sasiné e terrenit ushqyes qé pérgatitet;

Né njé ené gelqgi me véllim rreth 2 litra, shtohen njéra pas tjetrés tretésirat stok té makro- dhe
mikroelementéve, ajo e kelatit té hekurit, vitaminave e aminoacideve, dhe ato té fitohormoneve
/ rregullatoréve bimoré té rritjes.

Nga secila tretésiré stok, merret njé sasi e vogél né njé goté kimike, dhe me ané té njé pipete
automatike (varet nga sasia e kérkuar) shtohet véllimi i déshiruar né enén e pérgatitjes sé
terrenit ushqyes;

Matet pH dhe saktésohet né vlerén e déshiruar zakonisht (5.5 — 6.0) me HCI 1N ose KOH 1N
sipas pH-it konkret (bazik ose acid);

Mé tej shtohet agar 0.57 % pér ngurtésimin e terrenit dhe sakaroza si burim karboni né
pérgendrimin 3%;
Shtohet ujé i distiluar deri né véllimin 1000 ml;

Pas tretjes sé agarit dhe sakarozés né gotén kimike né mikrovalé, terreni shpérndahet né enét e
posacme. Pérdoret njé byreté shpérndarése pér té mbushur me saktési enét e kulturés,
zakonisht provéza, gé mbushen me nga 25 ml terren, pér ballona 50 ml, kurse pér kavanoza
deri mé 120 ml;

Enét e kulturés pas mbushjes me terren ushqyes, mbyllen me tapat / kapakét pérkatés ose me
pambuk jo hidrofil, letér alumini ose parafilm. Mbyllja kryhet pér té mbrojtur bimét nga tharja
si dhe pér té ruajtur kushtet e asepsisé;

Enét e kulturés t& mbushura me terrenin ushqyes autoklavohen né 121°C né 1.05 kg/cm? (15-
20 psi) pér 20 min.

Figura 2.5. Hapat e punés né pérgatitjen e terreneve ushqyese dhe sterilizimin e tyre.
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Pérbérja e terreneve ushqyese né ¢cdo stad éshté si vijon:
Stadi I - Proliferimi i meristemave
Eksplantet jané inokuluar né dy terrene té ndryshme proliferimi:

e Terren bazé WPM me shtesa té vitaminave WPM dhe me citokininén BAP 10 mg/I dhe
auksinén ANA 0.1 mg/I;

e Terren bazé MS me shtesa té vitaminave MS dhe 10 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA
Stadi Il — Subkultura e biméve té rigjeneruara nga meristemat

Bimézat e rigjeneruara né stadin e proliferimit nga meristemat kalohen né subkulturé né variante
té ndryshme té terrenit t& mikroshumimit:

e Terren MS me shtesa té vitaminave MS dhe té kombinuar me citokininén BAP 10 mg/ dhe
auksinén ANA 0.1 mg/l;

e Terren WPM me shtesa té vitaminave WPM té kombinuar me citokininén BAP 10 mg/
dhe auksinén ANA 0.1 mg/l.

Protokolli 2. 1zolimi i meristemave nga biméza in vitro

- Kryhet ajrosja dhe pastrimi i fluksit laminar me etanol 70% dhe mbahet e ndezur pér 20 — 30
min llamba baktericide ultravjollcé pér té krijuar kushte té pérshtatshme sterile pér procedurat
e ndryshme né fluks;

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

- Né fluksin laminar punohet prané flakés sé llambés me alkool ose me gaz;

- Enét, terrenet, instrumentet, letrat e filtrit etj. duhet té jené té sterilizuara. Instrumentet kalohen
né fillim né etanol 70% dhe mé pas né flaké. Duhet pasur kujdes gé nése mjetet nxirren jashté
mjedisit steril, nuk mund té futen mé brenda pa u sterilizuar;

- Domosdoshmérisht né fluks para sterilizimit pérfshihet edhe stereomikroskopi gé do té
shérbejé pér izolimin e meristemave (Fig. 2.6a);

Figura 2.6. Izolimi i meristemés a) Stereomikroskopi i vendosur né fluksin laminar 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
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- Zgjidhen eksplantet, fragmente me njé ose mé shumé nyje (preferohen nga bimé juvenile, bimé
me origjiné nga biméza in vitro);

- Eksplantet nga bimét in vitro nuk dezinfektohen, sepse ato jané té stabilizuara pér sa i pérket
asepsisé;

- lzolohen meristemat duke pérdorur stereomikroskopin né fluks laminar. Nxirren bimét nga
provézat dhe pastrohen nga terreni me agar, vendosen né pjata Petri né tavolinén e
stereomikroskopit. Duke pérdorur pincetén dhe bisturing, largohen gjethet njéra pas tjetrés
duke i shképutur nga lart derisa arrihet te dy gjethet primordiale, gé rrethojné meristemén. Me
bisturi pritet masa e gelizave sé bashku me dy gjethe primordiale (0.5 — 0.7 mm) dhe
inokulohet né terrenin ushqyes (Fig. 2.6b);

- lzolimi i meristemave né kushte aseptike dhe kultivimi i tyre né njé terren ushqyes té
pérshtatshém con né zhvillimin e biméve (Fig. 2.6c).

- Terrenet ushgyese jané pérgatitur dhe sterilizuar paraprakisht. Jané testuar trajtime té
ndryshme si pér sa i pérket tretésirave bazé, ashtu dhe raportit apo llojit té fitohormoneve /
rregullatoréve bimoré té rritjes (citokinina, auksina), shtesave té tjera té papércaktuara,
vitaminave, burimin e karbonit, etj.

- Kulturat monitorohen pér problematika né lidhje me asepsiné dhe/ose stresin oksidativ. Né
disa raste vérehen shenja té stresit oksidativ me njolla t¢ murrme né terrenin ushqyes dhe me
nekroza té indeve;

- Kaulturat té etiketuara me té gjithé informacionin e duhur ruhen pér rreth 6 — 8 javé né dhomén
vegjetative me parametra fiziké t€ kontrolluar né€ ndrigimin 2000 luks, temperaturé 23°C + 2°C
dhe né fotoperiodé 16/24 or¢;

- Pas kétij stadi, fitohen bimé té rigjeneruara plotésisht me mé shumé se 5-6 gjethéza (Fig. 2.7).
Né fund té stadit, njehsohet mbijetesa e meristemave té secilés kategori dhe té secilit trajtim té
testuar.

Figura 2.7. Biméza té rigjeneruara nga zhvillimi i meristemave té izoluara nga sythe

Protokolli 3. Rigjenerimi i bimézave pas kulturés sé meristemés, té gatshme pér
mikroshumim pérmes subkulturave

- Para kalimit né stadin e subkulturés, bimézat e reja in vitro i nénshtrohen matjeve
morfometrike pér té dy llojet e terreneve ushqyese dhe pérpunimit statistikor dhe mé tej stadit
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té subkulturés, gé géndron né bazé té mikroshumimit pér prodhimin e njé numri té larté
bimézash té reja;

Nxirren bimézat nga enét, vendosen né pjaté Petri brenda mjedisit steril t€ fluksit laminar.
Bimézat né enét e kulturés jané sterile, né kété stad nuk nevojitet sterilizimi i tyre (Fig. 2.8);

Me ndihmén e pincetés dhe bisturis€é ndahen sythet anésoré té€ formuar dhe vendosen né
terrenin ushgyes me pérmbajtje specifike pér subkulturén.

Nése eksplantet paragesin pjesé nekrotike apo kallus té formuar gjaté stadit pararendés, kéto
duhet té higen para transferimit té tyre né terrenin e subkulturés;

Zakonisht terreni ushqyes pér subkulturén éshté terren i thjeshté né pérmbajtje, pra nuk ka
nevojé pér shumé pérbérés té papércaktuar. Kjo vjen pér faktin se sythet qé transferohen né
subkulturé jané pérshtatur me kushtet e rritjes in vitro, kané thithur hormone bimore nga
procedura e méparshme, dhe ato si struktura té organizuara proliferojné mé sé miri me pak
shtesa té jashtme;

Raporti auksingé / citokininé gjaté subkulturés éshté gjithmoné né favor té citokininave,
kryesisht 1 : 10 — 1 : 100, pasi ato jané pérgjegjése pér formimin e sytheve anésoré té shumté,
qé éshté dhe géllimi i mikroshumimit;

Ndonjéheré ndodh gé 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 (Fig. 2.9a, b) 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 qé
sythet té kthehen né gjendje juvenile té pérhershme ose té shfagjes potenciale té variacioneve
somaklonale;

Figura 2.8. Puna né fluksin laminar pér té ruajtur asepsiné dhe realizimi i subkulturave

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

Kulturat kalohen né dhomén e kultivimit in vitro né temperaturé 23°C + 2°C né regjim
ndricimi 16/24 oré me tuba fluoreshente me drité té ftohté té bardhé me intensitet 43.4 umol m’
2 -1
s™.
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- Né fund té ¢do subkulture kryhen matje morfo-biometrike, vrojtime pér té njohur dhe analizuar
dinamikén e zhvillimit t&¢ bimézave té reja. Ndiget zhvillimi i bisgeve edhe me ané té
fotografimit;

- Duke pasur parasysh numrin fillestar t& bimézave gé 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, ato transferohen né

stadin pasardhés qé éshté ai i rrénjézimit.
Realizohen disa subkultura deri sa t€ fitohet njé numér i madh bimézash né ményré qé t€ vazhdojé
procesi i prodhimit té fidanéve, si dhe testimi i tyre.
| AN

Figura 2.9. a) Biméza in vitro gjaté subkulturés dhe b) Biméza té kumbullés té rigjeneruara in vitro

Materiali q¢ mendohet té jet€ potencialisht i shéndetésuar duhet t’i nénshtrohet procedurés sé
testimeve dhe ka kaluar pér:

e Testim gjenetik né Laboratorin e Bioteknologjisé Molekulare, Fakulteti i Shkencave
Natyrore, Universiteti i Tirané€s pér t& hetuar “pastértin€” gjenetike té bimézave si klone
dhe identike me bimén “mémé’ me ané t€ identifikimit t&€ ADN-sé me markeré molekularé
RAPDs;

e Testim fitosanitar né Laboratorin e Diagnostikés Molekulare, Departamenti i Mbrojtjes sé
Biméve, Fakulteti i Bujgésisé dhe Mijedisit, Universiteti Bujgésor i Tiranés me ané té
metodave serologjike dhe té biologjisé molekulare.

Gjithashtu njé numér i madh bimézash i ka kaluar Laboratorit t& Kulturave in vitro t& Qendrés sé
Transferimit t¢ Teknologjive Bujgésore, Vloré pér mikroshumim té métejshém té bimézave in
vitro, rrénjézimin e tyre in vitro dhe aklimatizim té tyre pér té prodhuar fidané té rinj, qé
presupozohen té shéndetésuar, por pas rezultateve té testimeve, do té quhen material i kategorisé
“bazé&” pér mikroshumim té certifikuar.
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2.5. Protokollet pér shéndetésimin e fidaneve té varietetit autokton té
kumbullés “Tropojane” dhe kultivarit “Stanley” (viti 2023)

2.5.1. Pérftim i bimézave in vitro té shéndetésuara nga mostra sythesh té biméve té
kumbullés (Prunus domestica L.) né popullata té vitit 2023

Jané ngritur eksperimentet e reja né drejtim té pérftimit me ané té kulturés sé meristemés té
bimézave té shéndetésuara. Eksplante té reja bimore, sythe té sapozgjuar né pranveré (prill 2023)
u izoluan nga druré frutoré t€ kumbull€s autoktone cv. “Tropojane” né popullatat e Pukés,
Kukésit dhe Tropojés né ekspedita té realizuara. Sythet i jané néshtruar procedurave té arritjes sé
asepsisé dhe jané inokuluar né terrene ushqyese. Procedurat e izolimit té sytheve t€ majés dhe
atyre anésoré, té dezinfektimit té tyre, inokulimit né terrenet ushqyese, zhvillimit né biméza in
vitro né dhomén vegjetative dhe té subkulturave dhe izolimi i meristemave jané paragitur né
kapitullin 2.3 dhe 2.4.

2.5.2. Pérpunimi statistikor i té dhénave

Pérpunimi i té dhénave pér té gjitha provat eksperimentale té realizuara, jané realizuar me
Analizén e Variancés (P < 0.05) Testi (ANOVA). Té dhénat jané paraqitur si mesatare té
shogéruara nga gabimi standard dhe deviacioni standard. Krahasimet e mesatareve jané béré duke
pérdorur testin Tukey-Kramer, gé pérfagésohen me gérma gé tregon variacionin (nése Kka).
Analiza statistikore u realizua me programin statistikor JMP version 13.0.

2.6. Rezultate té shéndetésimit té fidaneve té varietetit autokton té kumbullés
“Tropojane” dhe kultivarit “Stanley” dhe diskutimi i tyre

Pérgatitja e koleksionit té biméve té shéndetésuara
2.6.1. Stabilizimi i kulturave té sytheve pér sa i pérket asepsisé dhe stresit oksidativ

Eksplantet jané izoluar nga druré té rritur né pemishte né rrethe té ndryshme té Veriut té
Shqipérisé (Puké, Kukeés, kurse var. i kumbullés autoktone “Tropojane” me origjiné nga Tropoja
éshté rritur né Durrés). Nga testimi fitosanitar rezulton se ndérsa eksplantet nga Puka dhe Kukési
jané asimptomatike, kurse ato me origjiné nga Tropoja, por té transferuara né Durrés kane
rezultuar simptomatike (té virusuara me virusin PPV té Sharkés).

Stadi i paré i stabilizimit té kulturés pér asepsiné konsiderohet njé ndér mé té véshtira pér t’u
kapércyer dhe pér té arritur vlera maksimale té asepsisé.

Nga pérvojat eksperimentale me kulturé in vitro té specieve drurore, meristemat e prera nga bisget
né rritje marrin ngjyre t€ murrme dhe shpejt vdesin, prandaj né rastin toné jané izoluar fillimisht
sythe né getési, né gjendje té fjetur né pranveré té hershme.

Gjithashtu éshté zgjedhur metoda e izolimit té meristemave nga biméza in vitro me origjiné nga
sythe. Shfagja e njollave t¢ murrme dhe nekrozat mund té shpjegohen nga ndikimi i agjentit
sterilizuar HgCl,, gé megjithése pérdoret né dozé shumé té ulét (0.1%) mund té shkaktojé edhe
stres oksidativ né eksplantet e trajtuar, gjé qé shogérohet me nekroza té thella dhe clirim té
polifenoleve né terrenin ushqyes nga dekompozimi i indeve té démtuara (Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Shenja té stresit oksidativ nga eksplantet né fazén e paré té inokulimit

Gjithsesi, vérehen diferenca mes popullatave té ndryshme té eksperimentuara né lidhje me
problematikat e lartpérmendura. Kultivari “Stanley” dhe popullata e kumbullés “Tropojane” né
Pukeé jané ato gé paragesin shkallén mé té larté té stabilizimit pér sa i pérket té dy parametrave té
monitoruar (Graf. 2.1). Popullata e Pukés dhe kultivari “Stanley” jané ato té cilét shfagén shkallén
mé té larté té stabilizimit té asepsisé, pérkatésisht 73.4 dhe 78.8%, ndérsa dy popullatat e tjera
paragesin vleré mé té larté té ndotjes. Pavarésisht késaj, nga kulturat aseptike té izoluara nga té
gjitha popullatat, u arrit té rigjenerohej material bimor pér té vijuar me stadet e métejshme.

Njé tjetér parametér i monitoruar éshté dhe pérgindja e mbijetesés si pasojé jo vetém e
infeksioneve, por edhe e stresit oksidativ. Né shumé raste, edhe nése eksplantet bimore nuk
paragesin shenja infeksioni, mbijetesa e tyre dhe rigjenerimi i métejshém éshté mjaft i véshtiré pér
shkak té sintezés sé shtuar té polifenoleve né kulturé dhe ¢lirimin e tyre né terrenin ushqyes.

Njé shkak i mundshém pér shenjat e larta té stresit oksidativ, pérvecse ndikimit té veté gjenotipit,
éshté edhe agjenti strelizues i pérdorur, si dhe kohézgjatje e trajtimit me géllim stabilizimin e
asepsisé. Bikloruri i mérkurit éshté njé agjent mjaft toksik, i cili, ashtu sikurse paraget efektivitet
né eleminimin e mikoorganizmave sipérfagésoré, mund té shkaktojé edhe démtime té indeve
bimore, né shumé raste me pasoja té rénda, gjé gé ul potencialin e mbijetesés né kushtet e
kulturés.

Pérgindja e mbijetesés (Graf. 2.1) éshté njehsuar duke marré né konsideraté numrin e eksplanteve
té infektuar, dhe numrin e atyre gé paragisnin nekroza té thella si pasojé e stresit oksidativ. Né
pérgjithési, sa mé e larté pérgindja e infeksionit, ag mé e ulét pérgindja e stresit oksidativ gé
eksplantet shfagnin. Kjo mbase shpjegohet me faktin, se popullata nuk kishte ndjeshméri té
theksuar ndaj biklorurit t& mérkurit, gjé qé shkaktonte dhe até pérgindje té larté infeksioni.
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Grafiku 2.1. Pérgindja e kulturave aseptike té stabilizuara pér tri popullatat né studim té varietetit
autokton “Tropojane” dhe cv. Stanley

2.6.2. Kultura e meristemés dhe rigjenerimi i bimézave prej tyre

Izolimi i meristemés éshté shumé i véshtiré pasi duhet pasur kujdes qé té izolohet né pérmasa té
tilla qé té sigurojné mbijetesén dhe zhvillimin e métejshém té saj. Procesi realizohet né
stereomikroskop, pasi eksplanti i izoluar ka pérmasa mjaft té vogla (0.5 mm — 0.7 mm) (Fig.
2.11a, b). Meristemat kérkojné periudhé relativisht té gjaté zhvillimi, 8 javé deri né subkulturé.

Kriteret gé duhet té plotésojé njé meristemé e izoluar, éshté té keté njé kompromis midis
strukturés me madhési minimale, gé siguron statusin “pa viruse”, por edhe té njé madhésie mé té
madhe pér té ruajtur potencialin rigjenerues. Kultura e meristemés, potencialisht siguron bimé pa
viruse, por dicka e tillé verifikohet kryesisht me teste té diagnostikés molekulare, ndérsa
potenciali rigjenerues verifikohet duke vrojtuar né ményré periodike reagimin e meristemave pas
izolimit té tyre.

(@ (b)

Figura 2.11. Izolimi i meristemés: - (@) Stereomikroskopi i vendosur né fluksin laminar pér izolimin e
meristemave né kushte aseptike; (b) - Izolimi i meristemés sé Prunus domestica L. var. “Tropojane”
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Pérbérja e terreneve ushqyese né ¢do stad
Stadi I - Proliferimi i sytheve

Sythet e 3 popullatave té var. “Tropojane” (Kukés, Tropojé dhe Puké), si dhe kultivari “Stanley”
inokulohen né terren bazé MS (Murashige & Skoog, 1962) me shtesa té vitaminave MS dhe té
kombinuar me 0.1 mg/l ANA. Né kété fazé jané testuar 4 pérgendrime té citokininés BAP (0; 1;
1.5; 2 mg/l) me géllim optimizimin e njé protokolli gé do té siguronte rigjenerim efektiv in vitro,
dhe gé mé tej do té pérdorej dhe pér kulturén e meristemave.

Stadi Il — Kultura e meristemés

Meristemat e izoluara nga bimézat in vitro nga té gjitha popullatat gjaté stadit t& proliferimit
inokulohen né terren MS me vitamina MS dhe té€ kombinuar me 1.5 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA.

Stadi Il — Subkultura e biméve té rigjeneruara nga sythet dhe nga meristemat

Bimézat e rigjeneruara nga té gjitha popullatat gjaté stadit té proliferimit kalohen né subkulturé né
terren MS me shtesa té vitaminave MS me 1.5 mg/l BAP; 0.1 mg/l ANA. Né té gjitha rastet, né
terrenin u shtua sakarozé 30 g/l dhe agat 7 g/I. pH u stabilizua né vlerén 5.7 para autoklavimit.

Rigjenerimi i bimézave pas kulturés sé meristemés

Me géllim té zgjidhjes sé problemeve né objektiv, vecanérisht pér gjetjen e terrenit optimal, pér
pércaktimin e pérgendrimeve optimale té fitohormoneve dhe raportit té tyre, para kalimit né stadin
e subkulturés, bimézat e reja i nénshtrohen matjeve morfometrike pér té dy llojet e terreneve
ushqyese dhe mé tej ato kalojné né stadin e subkulturés. Pér kété, nxirren bimézat nga enét,
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.

Procedura e subkulturés kérkon kujdes pér ndarjen e sytheve anésoré té formuar me ndihmén e
pincetés dhe bisturisé, t€ cilét vendosen né terrenin ushqyes me pérmbajtje specifike pér
subkulturén. Né se pjesét e materialit bimor paragesin pjesé nekrotike apo kallus té formuar gjaté
stadit pararendés, kéto higen para transferimit té tyre né terrenin e subkulturés. Ndonjéheré ndodh
gé edhe gjaté stadit té subkulturés té formohet kallus né bazén e sytheve, ose té shfagen pjesé
nekrotike, gé higen gjaté transferimit té sytheve pér shtim té métejshém né subkulturén
pasardhése.

A | *

Figura 2.12. Biméza té rigjeneruara nga kultura e meristemés
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Figura 2.13. Biméza té shéndetésuara gjaté shumimit té métejshém népérmjet subkulturave

Zakonisht terreni ushqyes pér subkulturén éshté terren i thjeshté né pérmbajtje, pra nuk ka nevojé
pér shumé pérbérés té papércaktuar. Kjo 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. Realizohen disa subkultura deri sa té fitohet njé numér i madh bimézash (Fig.
2.12 dhe 2.13). Rekomandohet gqé numri i subkulturave t€ mos jeté mé shumé se 4 — 5, pasi
ekziston rreziku gé sythet té kthehen né juvenilé té pérhershém, si dhe té shfagen variacione
somaklonale. Né fund té ¢do subkulture kryhen matje morfo-biometrike, vrojtime pér té analizuar
dinamikén e zhvillimit t& bimézave. Ndiget zhvillimi i bisgeve me fotografim. Bazuar né numrin
fillestar t¢ bimézave né subkulturé e até té fituar pas, njehsohet koeficienti i mikroshumimit pér

bimézat e reja.

Dinamika e rigjenerimit té meristemave

9
8
7
6
5
4
3
2 0.93 0.86
1
, N
1 javé

1.16 1.24

5 javé

Gjatésia (cm)

pér dy rastet né studim

7.69
5.72
3.46
I 2.86

1 javé 5 javé

Nr. | gjetheve

M cv. Stanley M Puké

Grafiku 2.2. Dinamika e parametrave té€ monitoruar gjaté rigjenerimit té meristemave té izoluara nga
popullata e var. “Tropojane” e Pukés dhe kultivari “Stanley”
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Grafiku 2.3. Boksplotet (variancat, deviacioni standard dhe mesatarja) pér numrin e gjetheve pas

periudhés 5 javore té kulturés sé meristemés pér bimét e var. “Tropojane” té Pukés dhe té cv. “Stanley”
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Grafiku 2.4. Boksplotet (variancat, deviacioni standard dhe mesatarja) pér gjatésiné e sytheve pas
periudhés 5 javore té kulturés sé meristemés pér bimét e var. “Tropojane” t& Pukés dhe té cv. “Stanley”
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Né Grafikun 2.2 vérehet se rritja e meristemave éshté mjaft e ngadalté. Edhe pas 20 ditésh
kultivim, gjatésia e sytheve éshté e ulét, por vérehet organogjenezé e theksuar pér numrin e
gjetheve. Bimézat kané kryesisht paraqgitje rozete, me ndérnyje té shkurtra té kércejve si rezultat i
pérgendrimit té larté té citokininave né terren, qé frenojné dominancén apikale dhe nxisin rritjen e
sipérfages gjethore. Vérehet se pér té dy periudhat e monitorimit e pér té dy parametrat, rezultat
mé té miré paraqget kultivari “Stanley”, gé vértetohet dhe nga pérpunimi statistikor i té dhénave.

Roli i citokininave né pérgjigjen e popullatave té ndryshme né kulturé

e Evidentimi i pérgendrimit optimal té citokininés pér secilén popullaté té var.
“Tropojane” dhe cv. Stanley

Citokininat jané klasé hormonale gé nxit zhvillimin e sytheve anésoré, gjé gé éshté mjaft e
réndésishme pér rritjen e koeficientit t& mikroshumimit, dhe krijimin e koleksioneve klonale gé
jané té domosdoshme pér vijimin e métejshém té eksperimentit.

U testuan katér trajtime té citokininés BAP, pér té tre popullatat e var. “Tropojane” dhe kultivarin
“Stanley”. Vérehen ndryshime t€ diktuara nga pérgendrimi i citokininave né terrenin ushqyes pér
té dy parametrat e monitoruar, pérkatésisht numér gjethesh dhe gjatési e sytheve (Graf. 2.3). Né té
gjitha rastet, pérgéndrimi 1.5 mg/l i citokininés BAP jep rezultatin mé t& miré pér té dy parametrat
e monitoruar, ndérsa rezultati mé i dobét paragitet né terrenin ushqyes té kontrollit pa BAP.

Efekti i trajtimit me BAP brenda secilé&s popullaté pér
parametrin "numeér gjethesh"
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Grafiku 2.3. Efekti i trajtimit me citokininé né parametrat biometriké té monitoruar pér té gjitha popullatat
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e Evidentimi i popullatés, gé pérgjigjet me mé shumé efektivitet ndaj trajtimeve té testuara

Pavarésisht se né té gjitha rastet, pérgendrimi mé optimal i citokininés éshté ai 1.5 mg/l, i ndjekur
nga pérgendrimi 2 mg/l, né parametrat biometriké t& monitoruar, vérehen diferenca té dukshme
midis popullatave pér secilin trajtim (Graf. 2.4).

Gjaté krahasimit té popullatave, vérehet se, pér parametrin ‘numér gjethesh’ popullata e var.
autokton “Tropojane” e Tropojés éshté ajo gé jep rezultatin mé té miré né térési, e ndjekur nga
kultivari “Stanley”, pothuajse né t€ gjitha trajtimet. Ndérsa pér parametrin “gjatési e sytheve”,
sérish evidentohet popullata e Tropojés, e ndjekur nga ajo e Kukésit, pothuajse pér té gjithé
parametrat. Duhet theksuar se popullata e var. autokton “Tropojane” nga Tropoja pérfagésohet
nga druré té transferuar né Durrés, gé paragiten me infeksion pozitiv pér virusin e Sharkés (PPV).
Kultura e meristemé, té cilés i jané nénshtruar eksplantet pér shéndetésim duket se ndikojné
pozitivisht dhe né zhvillimin e bimézave té reja in vitro.

Diferencat midis popullatave pér té njéjtin pérgéndrim té
BAP pér parametrin "numeér gjethesh”
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Grafiku 2.4. Diferencat midis popullatave pas trajtimeve té ndryshme me citokininén BAP
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Figura 2.14. Biméza té kumbullés P. domestica var. “Tropoiane” té rigjeneruara in vitro dhe puna né
fluksin laminar pér izolimin e meristemave nga bimézat e pérftuara

Figura 2.15. (a) - Sythe té kumbullés cv. “Stanley” té inokuluara pér fillimin e kulturés in vitro dhe (b) -
biméza cv. “Stanley” né subkulturé

Pér kalimin né stade té métejshme, nxirren bimézat nga enét ¢ kulturés dhe vendosen né pjaté
Petri brenda mjedisit steril t& fluksit laminar (Fig. 2.14; 2.15). Bimézat né enét e kulturés jané
sterile, prandaj né kété stad nuk nevojitet sterilizimi i tyre, por domosdoshmérisht puna duhet té
realizohet né kushte sterile, dhe terrenet ushqyese gé do té pérdoren, duhet té jené paraprakisht té
sterilizuara.

Ndonjéheré ndodh gé 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. Qéllimi éshté izolimi vetém i bimézave qé vijné
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nga organogjeneza direkte, me géllim ruajtjen e géndrueshmérisé gjenetike, pasi bimézat qé
rrjedhin nga kallusi mund té pésojné variacione somaklonale.

Kéto rezultate mundésuan krijimin e njé fondi bimézash (Fig. 2.16) me géllim izolimin e
meristemave prej tyre dhe kalimin né subkultura té njépasnjéshme pér shtimin né numér t€ madh
té bimézave té ardhura nga kultura e meristemés.

!

Figura 2.16. Pérftim bimézash té kumbullés té rigjeneruara gjaté stadit té proliferimit

2.7. Protokollet me pérdorim té bioreaktoréve me automatizim té shumimit in
vitro

Gjaté vitit 2024 né kuadér té projektit VITROCERT éshté eksperimentuar me sukses pérdorimi i
bioreaktoréve me sisteme té zhytje sé pérkohshme né terrene té léngéta (TIS - Temporary
Immersion System), teknologji inovative, gé rrit né ményré té kénagshme Kkoeficientin e
mikroshumimit pér specie té ndryshme bimore.

2.7.1. Hyrje

Teknikat in vitro gé né fillimet e tyre jané konsideruar si njé mjet i réndésishém pér shumimin e
biméve dhe sidomos si njé hallké e réndésishme né procesin e certifikimit té fidanéve té
painfektuar. Megjithaté, shpeshheré pérdorimi i kétyre teknikave, sidomos pér disa specie bimore
paraget véshtirési dhe disavantazhe né drejtim té kostos té lidhur me prodhimin né shkallé té gjeré
té biméve. Vitet e fundit, laboratoré dhe kompani té ndryshme tregtare, né fushén e prodhimit té
fidanéve kané pérfshiré pérdorimin e sistemeve inovative té zhytjes sé pérkohshme népérmjet
pérdorimit té bioreaktoréve. Sistemet mé zhytje té pérkohshme bazohen né pérdorimin e terreneve
ushqyese té Iéngéta, ku eksplantet vihen né kontakt me terrenin (zhyten) pér njé kohé dhe
frekuencé té caktuar, ku ato thithin elementét ushqyese, ndérsa pjesén tjetér té kohés bimét jané
né€ fazén “e thaté”, pa kontakt me terrenin ushqyes. Zhytja né terren dhe faza e thaté e kultivimit té
biméve né bioreaktor béhet né ményré periodike népérmjet njé sistemi té automatizuar té timer-
ave dhe pompave té ajrit. Efikasiteti i procesit t¢ mikroshumimit té specieve dru frutore né
bioreaktoré bazohet né shkallén e prodhimit dhe né cilésiné e biméve té pérftuara e koston e
procesit.

Automatizimi dhe implementimi i kulturave té Iéngéta jané procese thelbésore pér té kapércyer
disa prej kufizimeve e imponuara nga metodat intensive té punés dhe kostot e larta té prodhimit.
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Né pérgjithési, shumimi me ané té bioreaktoréve ofron shumé avantazhe, duke pérfshiré
kontrollin mé té miré té kushteve té kulturés, furnizimi optimal té ushqyesve dhe rregullatoréve té
rritjes; rinovim té mikromjedisit; mundési té ndryshimit té terrenit ushqyes né varési té fazés sé
zhvillimit; kontroll mé i lehté i kontaminimit etj. Pavarésisht avantazheve, pérdorimi i kulturave
té 1éngéta ka dhe disa disavanazhe si¢ jané hiperhidratimi dhe kegformimi i indeve.

Koha e zhytjes (kohézgjatja dhe frekuenca) éshté parametri mé vendimtar gé pércakton
efikasitetin e sistemit. Optimizimi i véllimit t& I1éndéve ushqyese dhe véllimit té enés sé kulturés
gjithashtu pérmiréson ndjeshém efikasitetin, vecanérisht pér proliferimin e kércejve. 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. Hiperhidratimi i lart¢ mund té eliminohet me kéto sisteme ose té
kontrollohet duke rregulluar kohén e zhytjes.

Né kété kuadér, duke pasur parasysh pasuriné toné kombétare pér kultivaré autoktoné, sic éshté
dhe kumbulla Tropojane, shihet si domosdoshméri ngritja e njé platforme eksperimentale pér
rigjenerimin in vitro, dhe vecganérisht vlerésimi i mundésisé sé optimizimit té protokolleve
standarde té mikroshumimit duke pérdorur bioreaktorét e ndryshém si Plantform dhe SETIS, té
pérdorur pér heré té paré né laboratorin e kulturave indore té& Departamentit té Bioteknologjisé,
Fakulteti i Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés. Gjithashtu gjaté vitit 2025 jané instaluar
sete té kétyre bioreaktoréve né Laboratorin e ri in vitro né Sektorin e Bioteknologjisé Bimore né
Qendrén Kérkimore “Bioteknologj & Gjenetiké”, Akademia e Shkencave me synim pér t€ kaluar
né mikroshumimin né bimézave in vitro t& testuara pér “pastértin€* gjenetike dhe fitosanitare t&
var. autokton t€ kumbullés “Tropojane”.

2.7.2. Avantazhet e pérdorimit té bioreaktoréve TIS

Pérdorimi i bioreaktoréve konsiderohet si njé alternativé mé efektive né krahasim me metodat
konvencionale té shumimit in vitro. Jané pajisje laboratorike me shumé avantazhe dhe lehtésira,
ku ndér mé kryesoret mund té pérmenden:

o Pérdorimi i terrenit ushqyes té l1éngét ndikon né uljen e kostos sé punés laboratorike, pasi
agari éshté njé agjent ngurtésues i kushtueshém;

o Pérdorimi i terrenit ushqyes té 1€ngét e bén mé té thjeshté procesin e pérgatitjes sé tij, pasi
merr mé pak kohé, si dhe lehtéson procesin e larjes sé enéve té kulturés pas transferimit té
kulturave né terrene té freskéta;

o Koha e inokulimit té eksplanteve né bioreaktor &shté 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;

o Pérdorimi efikas i burimeve, kjo pasi sistemet TIS kérkojné mé pak terren dhe léndé
ushgyese né krahasim me metodat konvencionale t& mikroshumimit, duke reduktuar koston
dhe njé prodhim té larté;

o Léndét ushqyese pérthithen nga e gjithé bima dhe shfrytézohen mé miré;

o Reduktimi i kontaminimit, duke ofruar njé mjedis té mbyllur dhe té kontrolluar, qé zvogélon
ekspozimin e eksplantit né mjedisin e jashtém;
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o Fenolet dhe Iéndét toksike hollohen né terren dhe, si rrjedhojé, reduktohen shumé pasojat e
stresit oksidativ;

o Eksplantet e mikroshumuara né bioreaktor kané normé mé té larté shumimi dhe ka rritje té
shpejté té kulturave, pér shkak té furnizimit té vazhdueshém me léndé ushqgyese dhe gazet té
eksplanteve;

o Pérmirésimi i strukturés morfologjike, duke pérfshiré rrénjét dhe sythet, e cila vjen si pasojé
e rregullimit optimat té furnizimit me 1éndé ushqgyese dhe shkémbimit té gazrave né sistem;

o Metoda té automatizuara, té cilat reduktojné koston dhe kohén e punés, si dhe rrit
konsistencén né prodhim etj.

Pavarésisht avantazheve gé sistemet TIS ofrojné, mund té thuhet se vihen re disa problematika, ku
mé té zakonshmet jané:

o Kostoja e larté e pajisjeve né momentin fillestar té blerjes sé tyre, por qé rikuperohet nga
kostoja e ulét prodhimit té bimézave;

o Aftésia teknike, pasi kérkohen njohuri dhe aftési té specializuara, si dhe trajnime, sidomos né
mbajtjen e kushteve optimale pér furnizimin mé léndé ushqyese, shkémbimit té gazeve dhe
sterilizimit;

o Variabiliteti gjenetik, pasi jo té gjitha llojet bimore mund té jené té pérshtatshme pér kultivim

né sistemet TIS, duke cuar né reduktimin e rritjes sé kulturés ose né déshtim té
mikroshumimit té suksesshém:;

o Periudha e aklimatizimi kérkon njé kohé té caktuar para se té kalohen né mjediset e jashtme
té rritjes;

o Hiperhidratimi i eksplanteve, gé lidhet me thithjen e njé sasie t& madhe té ujit nga eksplantet,
duke ndikuar mé pas né rigjenerimin dhe aklimatizimin e eksplanteve;

o Kérkohet optimizimi i protokolleve pér ¢do specie bimore me té cilin do té punohet etj.
2.7.3. Modelet e bioreaktoréve me zhytje té pérkohshme

Pér shmangien e problematikave si asfiksia, hiperhidratimi dhe ¢rregullimet fiziologjike té
shfaqura né bioreaktorét me eksplantet e zhytura vazhdimisht né terrenin e l1éngét, jané modeluar
bioreaktoré specifiké.

Sistemi me zhytje té pérkohshme (Temporary Immersion System — TIS), i njohur ndryshe dhe si
Bioreaktor me zhytje té pérkohshme (Temporary Immersion Bioreactors — TIB), éshté njé
teknologji gé konsiderohet inovative dhe gé ka rritur né ményré té kénagshme koeficentin e
mikroshumimit pér specie té ndryshme bimore.

Parimi kryesor i teknologjisé TIS éshté gé materiali bimor té zhytet né terrene té léngshme pér
periudha té caktuara dhe né intervale té rregullta dhe i ofrojné mundésiné eksplanteve té pérthithin
sasiné e duhur té 1éndéve ushqyese. Efektet pozitive té zhytjes sé pérkohshme né mikroshumim
tregohen me rritjen e proliferimit té sytheve, rrénjéve dhe embtriogjenezés somatike.

Kohézgjatja dhe frekuenca e zhytjes jané parametra kryesoré qé pércaktojné efikasitetin e
sistemit. Gjithashtu, optimizimi i véllimit té 1éndéve ushqyese dhe véllimit té enés sé kulturés
pérmiréson shumimin e sytheve té shuméfishté, pérmiréson cilésiné e materialit bimor duke cuar
né rritjen e fugisé sé potencialit rigjenerues té sytheve dhe né frekuencén e embrioneve somatiké
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morofologjikisht normal. Nga ana tjetér, materiali bimor i kultivuar né sistemet me zhytje té
pérkohshme jep rezultate mé té mira sesa materiali bimor gé kultivohet né terrene té ngurtésuara
apo té léngéta né fazén e aklimatizimit, pasi mund té rigjenerohen né ményré té sukseshme pas
mbjelljes sé drejtpérdrejt né toke.

Mé poshté pérshkruhen shkurtimisht dy modele té bioreaktoréve TIS, té cilat jané té
disponueshme dhe né Laboratorin e Kulturave Qelizore, Departamenti i Bioteknologjisé, Fakulteti
I Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés, si dhe né Laboratorin e ri in vitro té Sektorit té
Bioteknologjis€ Bimore té Qendrés Kérkimore “Bioteknologji & Gjenetiké” t& Akademisé sé
Shkencave.

Bioreaktori SETIS ™

Bioreaktori SETIS ™ ka njé dizajn dhe teknologji té optimizuar, duke pérdorur ndarjen né dy ené,
njéra prej tyre éshté pér materialin bimor, ndérsa tjetra pér terrenin ¢ rritjes. SETIS ™ &shté i
pérshtatshém pér pérdorim pér mikroshumimin e biméve né shkallé té gjeré.

Bioreaktori pérbéhet nga vetém tre materiale, polikarbonat (enét), polipropilen (kapakét dhe filtrat
e ajrit) dhe silikoni (rondelet dhe tubat). Té gjitha kéto materiale pérballojné autoklavimin,
sterilizimin dhe rrezatimin y. Té Bioreaktori SETIS ™ pérbéhet nga dy ené, transparenca e larté e
té cilave, lejon njé ndri¢cim maksimal té biméve:

i) ena e kulturés ku vendosen eksplantet, me diametér té gafés/grykés 80 mm me kapakun
pérkatés;

i) ena ku vendoset terrenit terreni ushqyes e me diametér té gafés/grykés 80 mm me kapakun
pérkatés.

Kapakét mbyllen duke pérdorur njé rondelé silikoni, pér té siguruar mbylljen hermetike té tyre.
Dy enét vendosen njéra mbi tjetrén (Fig. 2.10), ku né pjesén e sipérme vendoset ajo ku béhet
kultivimi i eksplanteve. Né pjesén e brendshme té bioreaktorit nuk ka komponenté té tjeré.

Secila ené e bioreaktorit ka dy dalje. Né njérén prej tyre vendoset tubi i silikonit gé lidhet me
njérén dalje té enés tjetér. Kjo shérben pér té kaluar terrenin ushqyes 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 qé té mundésohet shkémbimi i
ajrit.

Figura 2.10. Pjesét pérbérése té bioreaktorit SETIS ™
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Bioreaktori Plantform

Bioreaktori Plantform (Fig. 2.11) pérbéhet nga njé trup me pérmbajtje polipropileni, i cili éshté
transparent dhe mund té durojé temperatura deri né 120°C. Pérmasat e tij jané 180 x 150 x 150
mm. Shkémbimi i gazit kontrollohet pérmes tre hyrje-daljeve, tre tubave té posacém, té cilat jané
té pozicionuar né njérén ané té bioreaktorit dhe té mbyllura né ményré hermetike népérmjet tre
unazave me pérbérje silikoni, té cilat jané rezistente ndaj nxehtésisé. Gazrat kalojné pérmes
filtrave sterilé, té 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.

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, gé té lejojé gé pérgendrimi i Iéndéve ushqyese té rritet né
ményré efikase sa heré gé 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 Iéndét ushqyese té
rrjedhin né ményré efikase né brendési té koshit. Njé kornizé me katér kémbég, éshté e vendosur né
pjesén e poshtme té shportés pér té shtypur até né momentin kur béhet aplikimi i presionit.

Trupi mbyllet nga njé kapak, i papérshkrueshém nga ajri (hermetik). Dhoma, koshi, kémbét dhe
kapaku kané pérbérje polipropileni, gé jané mé fleksibél dhe gé mund té autoklavohen né 120°C.

Kur aplikohet presion né filtrin e mesém, terreni ushqyes detyrohet té shkojé larté duke mbuluar
késhtu materialin bimor. Kur presioni bie, Iéndét ushqyese do té kullojné pérmes vrimave té
dhomés sé brendshme né drejtim té koshit. Pér té lehtésuar daljen e ajrit nga tubi i mesit, mund té
aplikohet njé rrymé elektrike, né kété ményré asnjé sasi terreni té I1éngét nuk do té mbetet né kosh.
Kjo éshté shumé e réndésishme pér té shmangur vitrifikimin.

Figura 2.11. Pjesét pérbérése té bioreaktorit Plantform

2.7.4. Protokolli pér mikroshumimin né bioreaktorét TIS

- Pjesét e bioreaktorit ambalazhohen secila mé vete dhe béhet sterilizimi i tyre né autoklavé. Pa
u zhveshur nga ambalazhimi, pjesét e sterilizuara transferohen né fluksin laminar dhe montimi
i tyre béhet né kété mjedis steril,
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Ena mbajtése e terrenit ushgyes mbushet me terren ushqyes, sasia e té cilit varet nga lloji i
bioreaktorit. Késhtu, kjo sasi éshté aférsisht 500 ml pér bioreaktorin Plantform, dhe 750 ml pér
até SETIS;

Terreni ushqyes éshté i optimizuar pér stadin e subkulturés, por mund té testohen terrene té
ndryshme si pér sa i pérket tretésirave bazé, ashtu dhe raportit apo llojit té fitohormoneve /
RBR (Rregullatoré Bimoré té Rritjes), shtesave té tjera té papércaktuara, burimin e karbonit
etj.

Merren eksplantet bimore nga biméza té rritura in vitro, pra té stabilizuara pér sa i pérket
asepsisé, dhe vendosen né enén / koshin mbajtés pérkatés né pérputhje me bioreaktorin;

Gjaté prerjes dhe peshimit (pérgatitjes) té eksplanteve pér inokulim, duhet punuar shpejt pasi
ato fillojné té dehidratohen pér shkak ekspozimit ndaj Ilambés 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
Growth Rate — RGR), si parametér gé shérben pér vlerésimin e dinamikés sé rritjes né
bioreaktor;

Mbyllen kapakét e bioreaktoréve hermetikisht né ményré gé té ruhen kushtet e asepsisé;

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 me tuba té silikonit, pér t¢ mundésuar shkémbimin e gazeve;
Pompat e ajrit jané té lidhura dhe me programatorét e kohés pér té funksionuar sipas kohés sé
pérzgjedhur;

Ora dhe frekuenca/ shpeshtésia e zhytjes né 24 oré, si dhe kohézgjatja dhe frekuenca e
ventilimit pércaktohen dhe vendosen népérmjet programatorit té kohés;

Pér té njéjtén specie bimore mund té testohet efekti i bioreaktoréve té ndryshém né krahasim
me njéri-tjetrin si dhe me mikroshimimin né terrenet me agar duke pérdorur ené té ndryshme
kulture;

Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime dhe fotografime pér té analizuar mé miré
dinamikén e rritjes né bioreaktorét TIS;

Ngritja dhe organizmi i dy eksperimenteve me bioreaktoré

A. Ngritja e eksperimentit me bioreaktorin Plantform

Paralelisht me provat e realizuara pér kultivimin e biméve né bioreaktor, jané zhvilluar edhe
eksperimente pér mikroshumimin e biméve né terrene gjysmé té ngurta (té xhelifikuara) me
géllim krahasimin dhe vlerésimin e avantazheve e disavantazheve gé sjell secila nga metodat e
mikroshumimit in vitro té kumbullés var. Tropojane.

Materiali bimor: Si material bimor pér zhvillimin e eksperimenteve té kétij studimi pérdoren
biméza té kumbullés nga kultura in vitro, té stabilizuara paraprakisht népérmjet kulturés sé
meristemés né Laboratorin e Kulturave Indore dhe Qelizore in vitro té Departamentit té
Bioteknologjisé. Megenése népérmjet kulturés sé meristemés sé sythit té majés sé kércellit,
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synohej shéndetésimi i biméve, fondi bimor i pérdorur pér studimin toné éshté i pastér nga prania
e viruseve. Pér té siguruar njé numér té konsiderueshém bimésh pér zhvillimin e provave né
bioreaktor dhe né terrenet e xhelifikuara, biméza té kumbullés me gjatési 0.5-1 cm kalohen né
disa subkultura té njépasnjéshme né kavanoza me terrene té xhelifikuara dhe mé tej vendosen pér
rritje né kushtet e dhomave té kulturés.

Terrenet ushqyese
Jané testuar katér tretésira té ndryshme bazale:

1. Woody Plant Medium (WPM);

2. Murashige & Skoog (MS);

3. Quoirin & Lepoivre (LP);

4. Driver & Kuniyuki Walnut (DKW).

Pérgatitja e terreneve ushqyese fillon me pérgatitjen paraprake té tretésirave stok té
makroelementéve, mikroelementéve, vitaminave, kelatit t€ hekurit dhe hormoneve, sipas
recepturave pérkatése (Pasqyra 2.3, 2.4, 2.5, 2.6).

Pérgatitja e tretésirave stok

Bazuar né vlerat e pasqyrave pér secilin prej elementéve pérbérés té terrenit ushqyes béhen
pérllogaritjet e nevojshme pér té gjetur sasiné gé duhet pér secilin nga pérbérésit sipas
pérgéndrimeve specifike. Tretésirat stok té makro dhe mikro elementéve pérgatitjen 10X té
pérgéndruara, ndérsa solucionet stok té kelatit té hekurit, vitaminave dhe hormoneve pérgatiten si
solucione 100X té pérgéndruara.

Pasqyra 2.3. Pérgatitja e tretésirave stok té kripérave té makro dhe mikroelementéve pér terrenet
ushqgyese LP, MS, WPM dhe DKW

Pérbérésit LP MS WPM DKW
Makroelementét mg I mg I mg I mg I
KNO3; - 1900 - -
NHsNO; 908 1650 400 1416
Zn(NO3)-6H,0 85 i i i
K,S0O, 1274.5 - 990 1560
MgSO,-7H,0 555 370 370 743
KH,PO, 217.5 170 170 258
Ca(NOs3),-4H,0 1262 - 556 1960
CaCl,-2H,0 122.5 440 96 144
Mikroelementét mg I mg I mg I"* mg I
H3BO; 55 6.2 6.2 12.4
MnSQO,-H,0 27.9 16.9 22.3 32
CuS0,4-5H,0 0.25 0.025 0.25 0.05

59



Na,MoO,-2H,0 0.32 0.25 0.25 5.0
ZnSO,-7H,0 43 8.6 8.6 21.2
CoCly-6H,0 - 0.025 - 0.05

KJ - 0.83 - 16

Zn(NO3),"6H,0 - 0.025 - -

NiSO, 61,0 - 0.83 - -

Pasqyra 2.4. Pérgatitja e tretésirave stok té kelatit té hekurit pér terrenet ushqyese LP, MS, WPM

dhe DKW
Pérbérésit LP MS |WPM | DKW
Kelati i Hekurit mgl* | mgl* [mgl*| mgl?
FeSO,4-7H,0 30.8 27.85 | 27.8 27.85
Na, EDTA 41.35 37.3 37.3 37.25

Pér pérgatitjen e tretésirave stok t€ makro dhe mikroelementéve peshohen kripérat sipas sasive té
pércaktuara, treten mé vete né ujé té distiluar dhe mé pas bashkohen né balon duke e taruar deri
né véllimin e duhur, pérve¢ MgSO,4 dhe K;SO, té cilat pérgatiten si tretésira stok mé vete pér té
shmangur precipitimin. Né té njéjtén ményré jané pérgatitur dhe tretésirat stok té vitaminave
100X té pérgendruar, duke i tretur fillimisht né ujé té distiluar. Pérjashtim bén mio-inozitoli, i cili
nuk pérgatitet si tretésiré stok, por peshohet dhe shtohet né momentin kur pérgatitet terreni.

Pasqyra 2.5. Pérgatitja e tretésirave stok té vitaminave dhe aminoacideve pér terrenet ushqyese LP,
MS, WPM dhe DKW

Pérbérésit LP MS WPM DKW
Vitaminat mg I"* mg I"* mg I mg I
Acid nikotinik 0.75 0.5 0.5 1.0
Piridoksiné HCI 0.25 0.5 0.5 1.0
Tiaminé HCI 15 0.1 1 1.0
Pantoteinat Ca - - - 1.0
Gliciné 2 2 2 1.0
Cisteiné - - - 1.0
Biotiné - - - 0.05
Mio-inozitol - 100 - 100

Pér pérgatitjen e tretésirés sé fitohormoneve bimore (RRB-ve) si tretés pér auksinat pérdoret
NaOH 1N (0.5 ml), ndérsa pér citokininat HCI 1N. Mé pas, secila nga tretésirat mé vete tarohet
me ujé té distiluar.

Té gjitha tretésirat stok ruhen né frigorifer né 4°C pér njé périudhé té shkurtér kohore, e cila
shkon nga 2 javé pér tretésirat stok té hormoneve, né 5-6 muaj pér mikro dhe makroelementét dhe
né momentin e pérgatitjes sé terrenit shtohen sipas sasive té pércaktuara.
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Pasqyra 2.6. Pérgendrimet e hormoneve bimoré né tretésirat stok

Emértimi mgl™
Auksina ANA 1
Auksina AIA 1
Auksina AIB 1

Citokinina BAP 1
Giberelina GA; 1

Pérgatitja e terreneve ushqyese

Né njé goté kimike shtohen me ané njé cilindri té shkallézuar, véllimet pérkatése té tretésirave
stok té makroelementéve, mikroelementéve, kelatit té hekurit (Fe-EDTA), vitaminave dhe
hormoneve sipas pérgendrimeve té caktuara. Né té gjitha llojet e terreneve shtohet 100 mg/l mio-
inozitol i cili peshohet dhe shtohet direkt né momentin e pérgatitjes sé terrenit. Pérzjerja e pérftuar
kalohet né pérzjerés magnetik, ku stabilizohet pH i terrenti né vlerat 5.5 — 5.9. Shtohet edhe 3%
sakarozé dhe mé pas terreni tarohet me ujé té distiluar deri né véllimin e pércaktuar té terrenit.
Terreni i pérgatitur ose kalohet né njé erlenmajer dhe sterilizohet né autoklavé pér tu kaluar mé
pas né bioreaktor, ose hidhet direkt né kontenitorin e bioreaktorit pér tu sterilizuar me
bioreaktorin. Pér pérgatitjen e terreneve té xhelifikuara, pérve¢ 3% sakarozé, shtohet dhe 0.7%
agar. Terreni me pas kalohet né banjo Mari ose mikrovalé pér té shkriré agari dhe pas tretjes béhet
shpérndarja né enét e kulturés (kavanoza qelqi, erlenmajera, provéza). Tretésira bazale gé rezulton
mé efektive pér mikroshumimin e kumbullés, pérdoret pér té testuar efektin e pérgendrimeve té
ndryshme té citokinikés 6-benzilaminopurina (BAP) kombinuar me 0.1mg/l acid naftilacetik
(ANA).

Secili nga terrenet ushqyese té pérdorur pér kultivimin e biméve né bioreaktor pasurohet me
shtesa té raporteve té ndryshme hormonale (citokininé : auksing), 3% sakarozé dhe né rastet e
terreneve té xhelifikuar shtohet edhe 0.7% agar. Gjithashtu né kété drejtim testohet dhe efekti i
pérgéndrimit té citokininés BAP shogéruar me 0.1 mg/l ANA, konkretisht:

Trajtimi | 0 mg/l BAP + 0 mg/l ANA
Trajtimi 1l 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA,;
Trajtimi 111 1.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA,;
Trajtimi IV 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA.

Terreni ushqgyes i 1éngét apo i xhelifikuar, i shpérndaré né enét e kulturés sterilizohet né autoklavé
né 121°C né 1.05 kg/cm? (15-20 psi) pér 20 min.

Ngritja e kulturave aseptike

Inokulimi i bimézave té pérzgjedhura né enét e kulturés me terren té xhelifikuar béhet né kushtet
aseptike té fluksit laminar, qé paraprakisht dezinfektohet né sipérfage me etanol 70% dhe
sterilizohet pér 20 min me rrezatim ultravjollcé.
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Figura 2.12. Momente nga puna né laborator

Edhe mjetet e punés si pincetat, gérshérét apo bisturité sterilizohen né sterilizator me temperaturé
263-264°C. Né té njéjtat kushte aseptike operohet edhe pér inokulimin e bimézave né bioreaktor.
Konkretisht, bioreaktori i sterilizuar pasi nxirret nga autoklava, ftohet dhe vendoset né fluksin
laminar, ku shtohet dhe terreni ushqyes (rastet kur terreni sterilzohet jashté bioreaktorit). (Fig.
2.12). Pérzgjidhen 30-50 biméza nga kultura té stabilizuara t& kumbullés, peshohen né peshoren
elektronike (Pesha e njomé; W1) dhe vendosen te mbajtésja e biméve. Mbyllet bioreaktori me
kapak dhe izolohet me gese celofani. Gjithashtu montohen edhe filtrat né daljet e bioreaktorit.
Kulturat e kumbullés né terrene té xhelifikuara dhe bioreaktorét kalohen né dhomén vegjetative té
rritjes, ku béhet edhe lidhja me pompat e imersionit dhe té ajrimit.

Kushtet e kultivimit té bimézave

Kultivimi i bimézave né terrene té xhelifikuara dhe né bioreaktor béhet né kushte té kontrolluara
fiziko-kimike t& dhomés vegjetative. Njé sistem i automatizuar i ndricimit né dhomé siguron
fotoperiodén 16/8h (ndricim/errésiré) dhe intenstetin 2000lux. Temperatura fiksohet né 23°C.
Gjaté kultivimit té bimézave népérmjet bioreaktorit Plantform éshté shumé e réndésishme té
fiksohet koha dhe frekuenca e imersionit si dhe ajo e ajrimit. Gjaté provave pér kultivimin e
kumbullés né bioreaktor jané testuar tre kohé té ndryshme imersioni ndjekur nga 15 min / 6 h
ventilimi:

KI-I 2min/6h;

KI-I1 1min/6h.
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Gjithashtu jané testuar edhe tre frekuenca té ndryshme imersioni né té njéjtén kohé ventilimi:
Fl-1 1min/6h;

FI-11 1 min/8h;

FI-111 1min/12h.

Vlerésimi i parametrave fiziké dhe kimiké

Né té gjitha provat e realizuara pér kultivimin e biméve né bioreakor éshté vlerésuar pérgindja
dhe lloji 1 kontaminimit. Rastet e bioreaktoréve té kontaminuar, eleminohen duke sterilizuar
bioreaktorin pér ripérdorim.

Peshohen bimézat né kohén e inokulimit (W;) dhe né pérfundim té kohés sé kultivimit (t, — ty),
bimét nxirren nga bioreaktori dhe peshohen duke marré peshén e njomé (W,), gé pérdoret pér té
llogaritur shkallén relative té rritjes (Relative Growth Rate, RGR).

RGR = (Ian - |nW1)/(t2 - tl) x 100%
Gjithashtu matet edhe gjatésia e bimézave me ané té njé letre t¢ milimetruar.

Meqgénése koha e kultivimit té bimézave né bioreaktor éshté njé element gé ndikon né pérpjestim
té zhdrejté me vlerén e RGR-sé, éshté me réndési té pércaktohet njé kohé standarte pér marrjen e
rezultateve gé té jeté e krahasueshme pér té gjitha provat e realizuara. Konkretisht, jané béré
vlerésime té RGR-sé né kohézgjatje té ndryshme kultivimi duke pércaktuar dinamikén e rritjes sé
biméve né bioreaktor.

Njé tjetér parametér i marré né konsideraté gjaté kultivimit t& biméve né bioreaktor éshté dhe
ndryshimi i pH té terrenit ushqyes para autoklavimit, pas autoklavimit dhe pas kultivimit té
biméve.

Bimét e pérftuara nga kultivimi né bioreaktor kalohen né kavanoza mé terren té xhelifikuar dhe
vlerésohet pérgindja e rigjenerimit, njé parametér ky i lidhur me nivelin e hiperhidratimit té
biméve gjaté kultivimit né bioreaktor.

Té njéjtat parametra dhe matje jané béré edhe pér bimét e rritura né terrene té xhelifikuara pér té
vlerésuar efektivitetin e kultivimit té biméve né dy sisteme té ndryshme mikroshumimi.

Vlerat konkrete té secilit parametér t& matur jepen si mesatare aritmetike e vlerave té secilés
prove.

Rezultate eksperimentale
Evidentimi i tretésirés bazale efektive pér kultivimin né bioreaktorin Plantform

Kultivimi i biméve né bioreaktor bazohet né pérdorimin e terreneve té Iéngéta, pa shtesa té
agjentéve xhelifikues. Pér mikroshumimin e kumbullés var. Tropojane né bioreaktorin Plantform
studiohen katér tretésira té ndryshme bazale me pérbérje specifike té kriprave dhe pérgendrimit té
tyre, té cilat ndikojné né ményrén e rritjes sé bimézave né bioreaktor dhe né terrene té
xhelifikuara.

Bazuar né rezultatet e marra pér peshén e njomé té biméve né momentin e inokulimit dhe mbas
kohés sé kultivimit pérllogaritet shkalla relative e rritjes (RGR), gé cilat paragiten né Grafikun
2.5.

63



12 9.88 ot 10.27
10 ;
5.39 l
Ms wPM DKW

LLOJI | TERRENIT

RGR (Né %)
52 @ ©

N

LP

= RGR (N& %)

Grafiku 2.5. Ndikimi i lloji té terrenit né raport me RGR e biméve

Vihet re se RGR mé té larté kané patur provat e kryera né terren LP, pérkatésisht 10.27% dhe ato
né terren MS me njé RGR pérkatésisht 9.88%, ndérsa vlera mé e ulét e RGR-sé éshté marré nga
provat e kryera né terren WPM.

Pérvec diferencave né RGR, bimét shfagén ndryshime dhe né karakteristikat morfologjike.
Bimézat e rritura né terrenin ushqyes DKW kané gjethe té stérzgjatura dhe té pérdredhura, si dhe
ngjyré jeshile té errét té cilat dukshém dallohen nga bimézat e pérftuara nga kultivimi né terrene
té tjera ushqyese (Figura 2.13).

Figura 2.13. Biméza té fituara nga kultivimi né terren ushqyes DKW
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Optimizimi i kohés dhe frekuencés sé imersionit
RGR né varési té kohés sé imersionit dhe té frekuenceés sé imersionit

Bazuar né vlerésimet vizuale u vu re se bimézat e rritura né bioreaktor shfagin hiperhidratim, pasi
koha e frekuenca e imersionit ndikojné

Figura 2.14. Pamje té bimézave té hiperhidratuara dhe diferencat morfologjike té biméve né bioreaktorin
Plantform

Provat e kryera me kohé dhe frekuencé imersioni té larté (4 min ¢do 6 oré) shfagin pérgindje té
larté t€ bimézave t€ hiperhidratuara me pamje “qelqi”, tepér transparente dhe diferencé né ngjyré
nga bimézat e kultivuara né terrene té xhelifikuara. Sa mé e larté koha e imersionit dhe sa mé e
shpeshté frekuenca e imersionit, aqg mé té hiperhidratuara shfagen bimézat pas njé periudhe
kultivimi (Fig. 2.14). Késhtu, ishte i nevojshém optimizimi i kohés dhe frekuencés sé imersionit
pér kultivimin né bioreaktorin Plantform. Gjithashtu, vihen re edhe probleme gé lidhen me
ngjyrén dhe formén e gjetheve, formimin e clusterave dhe kegformime té tjera (Fig. 2.14).

-  RGR né varési té kohés sé imersionit

Pér té optimizuar protokollin pér té ulur hiperhidratimin, eksperimentohen kohé imersioni mé té
uléta duke zgjatur kohén midis dy momenteve té imersionit.

KI-1 1 min/ 6 oré;
KI-11 2 min/ 6 oré.

Pas kohés sé kultivimit bimézave ju matet pesha e njomé dhe vlerésohet RGR, varésia e sé cilés
nga koha e imersionit jepet né grafikun 2.6, ku vihet re se pér terrenin LP mé efikase né drejtim té
RGR-sé rezulton koha e imersionit 1 min. Duke ditur edhe uljen e probabilitetit té shfagjes sé
dukurisé sé hiperhidratimit né kété kohé imersioni u vendos qé provat pasardhése té realizohen
me kohén e imersionit 1 min né terren LP.
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Grafiku 2.6. RGR né varési té kohés sé imersionit
-  RGR né varési té frekuencés sé imersionit

Pérsa i pérket vlerave t¢ RGR né varési té frekeuncés sé imersionit (FI), vihet re se frekuenca e
imersionit ¢do 12 oré ka rezultuar mé efektive sesa frekuencat e tjera té testuara, pérkatésisht:

Fl-1 1 min/ 6 oré;
FI-11 1 min/ 8 oré;
Fi-11 1 min/ 12 oré.

Duke u bazuar vetém né vlerat né terrenin ushqyes LP vihet re se shkalla mé e larté e RGR merret
pér frekuencén ¢cdo 12 oré (Grafiku 2.7). Duke patur parasysh edhe faktin gé diferenca midis
RGR-ve ¢do 8 oré dhe ¢cdo 12 oré éshté shumé e vogél si né vlerén e RGR-sg, por edhe né drejtim
té cilésisé sé biméve, si dhe bazuar né rezultatet e provave pér té pércaktuar kohén e imersionit
mé efektive, pér provat e mévonshme u vendos si kohé dhe frekuencé imersioni 1 min ¢do 8 oré.
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Grafiku 2.7. RGR né varési té frekuencés sé imersionit
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Vlerésimi i nivelit té hiperhidratimit pér bimét e rritura né bioreaktor

Qéllimi i sistemeve me zhytje té pérkohshme é&shté pérftimi i njé biomase bimore sa mé té madhe,
né njé kohé té shkurtér dhe me cilési té miré pér té vazhduar me sukses stadet e métejshme pas
mikroshumimit, si rrénjézimi apo aklimatizimi direkt i biméve.

KFI-1ll

KFI-II

KFI-1
0 20 40 60 80 100 120

% E RIGJENERIMIT

Grafiku 2.8. Pérgindja e rigjenerimit né varési té frekuencés dhe kohés sé imersionit

Pér bimézat e pérftuara gjaté kultivimit né bioreaktor pér kohén dhe frekuencén e imersionit
(KFI):

KFI-I 1 min/ 6 oré;
KFI-11 1 min/ 8 oré;
KFI-111 1 min/12 oré;

éshté vlerésohet aftésia rigjeneruese, pasi kéto biméza kalohen né terren té xhelifikuar me tretésiré
bazale LP. Pas kultivimit pér 2 javé béhet numérimi total i biméve, qé pérmban ¢do kavanoz dhe
kryhet vlerésimi numerik dhe vizual i biméve, gé kané arritur té rigjenerohen. Né provat e para
rezulton se frekuenca e imersionit 1 min / 8 oré dhe 1 min / 12 oré jané mé efikase dhe nuk ka
diferencé shumé té larté nga rezultatet e marra, pérkatesisht njé pérgindje rigjenerimi 99.2% pér
imersionin 1 min / 8 oré dhe 99.7% pér imersionin 1 min / 12 oré (Grafiku 2.8).

Efekti i pérgendrimeve té ndryshme té citokininés BAP né kultivimin in vitro

Me stabilizimin e kohés dhe frekuencés sé imersionit u testuan mé tej 4 raporte hormonale
(citokininé : auksiné) né terrenin ushqyes LP pér té vlerésuar efektet e pérgéndrimeve té
ndryshme té citokininés 6-benzilaminopuriné (BAP) né bioreaktorin Plantform:

Trajtimi | 0 mg/l BAP — 0 mg/l ANA (i cili shérben si kontroll);
Trajtimi 11 1 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA;

Trajtimi 11 1.5 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA;

Trajtimi 1V 2 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA.
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Pér secilén nga provat matet pesha e njomé fillestare (W;) e bimézave té inokuluara né bioreaktor,
si dhe pesha e njomé (W) pas 21 ditésh kultivimi, té cilat pérdoren pér llogaritjen e RGR.
Gjithashtu kryhen matje té gjatésive té 50 bimézave pas 21 ditéve té kultivimit (Fig. 2.15).

——

Figura 2.15. Matjet e peshés dhe gjatésive té bimézave né fluksin laminar

Nga rezultatet vihet re se bimézat e kultivuara né bioreaktorin Plantform me raportin hormonal
1.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA jep vlerat mé té larta t¢ RGR pérkatésisht 11.92%, ndérsa bimézat
e kultivuara né terrenin gé pérmban 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA arrijné gjatésiné mé té larté
(Grafiku 2.9).
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Grafiku 2.9. Krahasimi i RGR dhe gjatésive mesatare té biméve té kultivuara né né pérgendrime
hormonale té ndryshme

Rritja e pérgendrimit t& BAP deri né 1.5 mg/l duket efektive pér RGR, por pérgendrime té larta té
BAP mund té shogérohen me hiperhidratim (vitrifikim), stres oksidativ, deformim té gjetheve dhe
ndryshimet né ngjyré, variacione somaklonale etj. Edhe né provat tona vihet re se bimézat e
rritura né terrene pa shtesa hormonale kané pamje e ngjyré normale, ndérsa me rritjen e dozés sé
BAP, bimét shfagin anomali né ngjyré, né formén e gjetheve, si dhe né formimin e clusterave
(Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Biméza né bioreaktorin Plantform né terrenin ushgyes LP (A & B — kontrolli/ pa shtesa
hormonale; C & D me pérmbajtje hormonesh né raportin 2mg/l BAP dhe 0.1mg/l ANA)

Krahasimi i teknikave konvencionale té kultivimit in vitro té biméve me kultivimin né sistemet
me zhytje té pérkohéshme népérmjet bioreaktorit Plantform.

- Krahasimi i RGR-sé dhe gjatésisé sé biméve né sisteme té ndryshme kultivimi bazuar
né llojin e terrenit ushqyes

Paralelisht me provat pér kultivimin né bioreaktorin Plantform jané kryer dhe prova pér
mikroshumimin e kumbullés sipas metodave konvencionale né terren té xhelifikuar. Konkretisht,
jané testuar dy tretésira té ndryshme bazale (LP & WPM) né té dy sistemet e mikroshumimit dhe
jané vlerésuar parametrat e gjatésisé dhe RGR-sé né secilin prej tyre (Grafiku 2.10).

Nga rezultatet té pasqyruara né grafikun 2.10. rezulton se sistemi TIS (Bioreaktori Plantform)
éshté mé efikas bazuar né vlerat e RGR-sé dhe gjatésisé sé biméve né provat né terren ushqgyes
LP. Gjithashtu, éshté e dukshme se sistemi konvencional i kultivimit kap vlerén mé té larté té
RGR-sé krahasuar me sistemin TIS pér bimézat e kultivuara né terrenin ushqyes WPM. Por, duke
géné se nga provat e méparshme terreni LP rezulton mé efikas se terreni WPM, nése do té
krahasojmé vlerén e RGR-sé té pérftuar né terrenin ushqyes LP né sistemin TIS (Bioreaktori
Plantform) me vlerén e RGR-sé né terrenin WPM té xhelifikuar dukshém sistemi TIS rezulton mé
efektiv.
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Grafiku 2.10. Krahasimi i RGR-sé dhe gjatésisé sé biméve né dy lloje terrenesh dhe sistemesh kultivimi

- Krahasimi i RGR-sé dhe gjatésisé sé biméve né sisteme té ndryshme kultivimi bazuar
né pérgendrimin e BAP né terrenin ushqyes.

Vlerésimi i efektit té pérgendrimeve té ndryshme hormonale né terrenin ushqyes éshté kryer pér té
dy sistemet e kultivimit me terren LP me raporte hormonale:

Trajtimi | 0 mg/l BAP — 0 mg/l ANA (i cili shérben si kontrroll);
Trajtimi |1 1 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA,

Trajtimi 11 1.5 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA;

Trajtimi IV 2 mg/l BAP — 0.1 mg/l ANA.

Rezultatet e vlerésimit pasgyrohen né grafikun 2.11, ku vihet re se pér té gjitha pérgendrimet e
BAP té testuara, kultivimi i bimézave né sistemin TIS (Bioreaktori Plantform) rezulton té jeté mé
efikas bazuar né RGR dhe né gjatésiné e bimézave té pérftuara né krahasim me sistemet e
xhelifikuara.

Pérsa i pérket bimézave té kultivuara né terreneve té xhelifikuara, vlerat mé té larta t¢ RGR
shfagen né trajtimin 11 (Raporti hormonal — 1.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l ANA), ndérsa pér gjatésiné
mé té larté té bimézave té kultivuara pér 21 dité ka rezultuar té jeté optimal trajtimi | (raporti
hormonal — 0 mg/l BAP + 0 mg/l ANA). Edhe pér bimézat e kultivuara né terren té xhelifikuar
dhe pér ato té kultivuara né sistemet TIS, trajtimi Il jep rezultatet mé té larta t¢ RGR-sé. Kjo
vérteton faktin gé efekti i pérgendrimit té BAP né terren nuk varet nga sistemi i kultivimit.

Né krahasimin ndérmjet metodés konvencionale dhe asaj me zhytje t& pérkohshme pér
mikroshumimin e Prunus domestica L. var. Tropojane, kultivimi né bioreaktorin Plantform
rezulton té jeté mé efikas duke shfaqur njé RGR dhe gjatési mesatare mé té larté, qé pérkthehen
né pérftimin e njé sasie mé té madhe té biomasés bimore. Ky fakt tregon efektivitetin e sistemit
TIS krahasuar me sistemin konvencional t& mikroshumimit té kumbullés.
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Grafiku 2.11. Krahasimi i dy sistemeve té kultivimit né varési té pérgéndrimit té BAP-it né terren.

B. Vlerésimi i efikasitetit té procesit t¢ mikroshumimit né dy bioreaktoré TIS (Plantform
dhe SETIS) bazuar né prodhimin dhe cilésiné e biméve si dhe kostot e procesit

Eksperimentet pér mikroshumimin e kumbullés var. Tropojane jané realizuar né té dy llojet e
bioreaktoréve TIS né kushtet e kultivimit (llojet e terreneve ushqyese, raportet e fitohormoneve,
koha dhe frekuenca e imersionit) si né eksperimentin e mésipérm me bioreaktorin Plantform.
Paragiten rezultate paraprake pér parametrat kryesoré.

Efekti i kohés dhe frekuencés sé imersionit

Nga té dhénat e marra gjaté testimeve té kryera né tre kohé dhe frekuenca té ndryshme imersioni
rezulton se ka diferenca té dukshme, sé pari né cilésine e biméve, pér sa i pérket hiperhidratimit,
por vecanérisht né shkallén relative té rritjes sé tyre (RGR).
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Grafiku 2.12. Shkalla relative e rritjes (RGR) e bimézave né bioreaktorét pér kohé té ndryshme imersioni
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Grafiku 2.13. Shkalla relative e rritjes (RGR) e bimézave né bioreaktorét pér frekuenca té ndryshme
imersioni

Nga rezultatet e pérftuara duket se koha (Grafiku 2.12) dhe frekuenca e imersionit (Grafiku 2.13)
jané parametra, qé ndikojné né suksesin e procesit t& mikroshumimit té bimézave né bioreaktoré.
Mé shumé se koha, éshté frekuenca e imersionit gé ka efekt mé té dukshém né vlerén e RGR, ku
sipas té dhénave zhytja e sytheve 1min/8 h né terrene WPM rezulton té jeté mé efikase pér
shkallén relative té rritjes sé biméve. Gjithashtu kjo kohé dhe frekuencé imersioni rezultojné té
jené efikase edhe né pérgindjen e rigjenerimit t€ bimézave pas kalimit té terrene té xhelifikuara
duke déshmuar pér eliminimin e rrezikut té hiperhidratimit, si dukuri negative, gé shogéron
mikroshumimin e biméve né terrene té 1éngéta, si¢ éshté treguar né Grafikun e mésipérm 2.8, ku
paragitet efekti i frekuencés sé imersionit né aftésiné rigjeneruese té bimézave té rritura né
bioreaktorin Plantform.

Efekti i tretésirave bazale té terrenit ushqyes

Nga testimet e kryera dhe té dhénat e marra mbi shkallén relative té rritjes RGR né terrene té
ndryshme bazale (Grafiku 2.14) rezulton se pérdorimi i terrenit ushqyes LP jep vleré mé e larté té
RGR-sé (9.2%) pér bimét e rritura né bioreaktorin Plantform. Ndérsa né bioreaktorin SETIS, mé i
pérshtatshém mund té konsiderohet terreni MS, bazuar né vlerén e RGR-sé (10.458%).
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Grafiku 2.14. Efekti i llojit té tretésirave bazale té pérdorura né shkallén relative té rritjes (RGR) té
biméve né bioreaktorin Plantform dhe SETIS
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I njéjti efekt i ndryshimeve né shkallén relative té rritjes vihet re edhe gjaté mikroshumimit té
bimézave jo vetém né sistemet e bioreaktoréve SETIS (Fig. 2.11A) dhe Plantform (Fig. 2.11B),
por edhe né terrenet e xhelifikuara né kavanozé (Fig. 2.11C) né tretésira té ndryshme bazale. Kjo
tregon se efekti i tretésirave bazale nuk ndikohet nga sistemi i mikroshumimit i pérdorur dhe
optimizimi i tyre né terrene té xhelifikuara mund té kalohet edhe né sistemet me zhytje té
pérkohshme.

(A) (B) (®)

Figura 2.11. Biméza té kumbullés var. Tropojane né sisteme té ndryshme té mikroshumimit: (A) SETIS;
(B) Plantform dhe (C) Terrene té xhelifikuara

Efekti i pérgendrimit té citokininave né terrenin ushqyes.

Duke patur parasysh rolin gé kané citokininat né shtimin e sytheve anésoré né bimé, pérdorimi i
tyre né terrenet ushqyese té mikroshumimit konsiderohet i réndésishém pér shtimin e koeficientit
té mikroshumimit. Rezulton se pér pérgendrime té ndryshme té citokininés BAP (1, 1.5, 2 mg/l)
krahasuar me kontrollin dhe té dhénat e pérftuara nga mikroshumimi né dy bioreaktorét, si dhe né
terrenet ushqgyese té xhelifikuara, shtimi i citokininés BAP deri né 1.5 mg/l éshté mé efikas pér
shkallén relative té rritjes (RGR) pér té dy bioreaktorét. Shtimi né pérgendrime mé té larta ndikon
negativisht pér cilésiné e biméve me nivel té larté hiperhidratimi dhe formim té clasterave bimore.
Pér parametrat e tjeré té rritjes, si gjatésia e biméve, pér bimézat né bioreaktorin Plantform
rezulton se rritja e pérgendrimit té citokininés BAP ndikon negativish né rritjen né gjatési té
kércejve duke vértetuar efektin e kundért, qé kané citokininat né ruajtjen e dominancés apikale
(Grafiku 2.15).

Sé fundi, po paragesim njé figuré pérmbledhése (Fig. 2.12) té diferencave né bimézat e kumbullés
autoktone var. Tropojane té fituara gjaté mikroshumimit né bioreaktorét Plantform dhe SETIS.
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Efekti i PErqéndrimit t&¢ BAP né RGR dhe
gjatésiné e biméve
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Grafiku 2.15. Efekti i pérgendrimeve té ndryshme té citokininés BAP né shkallén relative té rritjes (RGR)
dhe gjatésiné e bimézave té rritura né bioreaktorét Plantform dhe SETIS

Figura 2.12. (a) Diferencat né bimézat e kumbullés autoktone var. Tropojane té fituara gjaté
mikroshumimit né bioreaktorét Plantform (b, c, d) dhe SETIS (e, f, )

74



o Objektivi 2: Mikroshumimi i bimézave in vitro, rrénjézimi i tyre dhe ambientimi in
vivo pér té fituar fidané té shéndetésuar (realizuar né Laboratorin in vitro né Qendrén e
Transferimit té Teknologjive Bujgésore, VIoré)

2.8. Mikroshumimi i bimézave in vitro té kumbullés var. “Tropojane”, Rrethi i
Tropojés (Durrés)

Ky objektiv éshté realizuar né infrastrukturat e Qendrés sé Transferimit té Teknologjive
Bujgésore, Shamogjin, Vloré (Fig. 2.13).

Figura 2.13. Qendra e Transferimit té& Teknologjive Bujgésore, Vloré (Shamogjin)
2.8.1. Protokolli pér mikroshumimin

Protokolli me ané té subkulturave té bimézave in vitro té nga kultura e meristemés éshté paragitur
né kapitullin 2.4 (Protokolli 3) pér procedurat kryesore. Kétu po japim disa detaje té protokollit.

Materiali bimor

Biméza in vitro té kultivaréve té kumbullés té prodhuara né Departamentin e Bioteknologjisé né
Fakultetin e Shkencave Natyrore té Universitetit té Tiranés (Fig. 2.14), té shéndetésuara dhe té
testuara nga ana gjenetike dhe fitosanitare, tashmé jané té gatshme pér mikroshumim me ané té
disa subkulturave té njépasnjéshme ¢do 3 — 4 javé.

Figura 2.14. Biméza in vitro me origjiné nga kultura e meristemés (Departamenti i Bioteknologjisé,
Fakulteti i Shkencave té Natyrés, UT)
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Terrenet ushqyese té subkulturés

Terrenet pérgatiten né ndarjen speciale té Laboratorit in vitro t&é QTTB, Vloré (Fig. 2.15). Pérbérja
e terrenit varion né funksion té species sé kultivuar in vitro dhe llojit t& materialit bimor, si dhe
nga faza e zhvillimit (shumim, subkulturé ose rrénjézim).

Figura 2.15. Ndarja pér pérgatitjen e terreneve ushgyese né Laboratorin in vitro té QTTB, Vloré

Subkulturat realizohen duke u bazuar né dy terrene (terreni ushqyes universal MS edhe terreni
MS/2, té holluar dy heré pér makrokripérat) né 3 pérseéritje:

e Makro-, mikro-kripéra, vitamina MS
e Makro ¥2MS, mikro-kripéra MS , vitamina MS.

Terreni pasurohet me kombinime citokininé BAP 0.2 mg/l : auksiné ANA 0.01 mg/l pér té
rifreskuar komponentét ushqyes mineralé, hormonalé e vitaminiké. Saktésohet pH i terrenit né
5.9. Subkulturat pérsériten né ¢do 22 dité, duke transferuar bimézat né terren té reja.

Procedura e mikrocoptimit té bimézave in vitro gjaté subkulturés

Bimézat e prodhuara in vitro dhe potencialisht té shéndetésuara i nénshtrohen subkulturés né fluks
laminar, ku priten bimézat né pjes€ t€ vogla (Fig. 2.16). Pjesé ndérnyjesh me njé ose dy gjethe
vendosen né terrene shumimi MS.

Figura 2.16. Moment pune né fluksin laminar gjaté pérgatitjes pér subkulturé
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2.8.2. Protokolli pér rrénjézimin

Pér sa i pérket rrénjézimit, bimézat e fituara pas disa subkulturave, pasi arrijné gjatésiné deri 5 cm
me disa gjethéza, kalojné né terrenin e ri té rrénjézimit, qé si gjithmoné karakterizohet nga prania
e njé auksine. Né rastin toné pérdoret i ashtuquajturi “faktor rrénjézimi”, auksina AIB, (acidi 3-
indol butirik) né terrenin me makroelementé “2 MS, mikroelementé MS, vitamina MS té
kombinuar me 1 mg/l AIB.

2.8.3. Kushtet né dhomén e kulturés in vitro

T¢ gjitha bimézat, qé pérftohen nga subkulturat dhe qé i nénshtrohen rrénjézimit vendosen né
dhomén vegjetative té rritjes (Fig. 2.17) né kushte dhe parametra t& kontrolluar, fotoperiodé 16
oré drité/ 8 oré errésiré, temperaturé 24+1°C, intensitet ndricimi 3500 lux.

Figura 2.17. Dhoma vegjetative e kultur€s in vitro me kushte t€ kontrolluara né¢ QTTB, Vloré
2.8.4. Protokolli i ambientimit in vivo

Para trapjantimit né fushé, bimét e mikroshumuara duhet té kalojné periudhén e pérshtatjes né
serén e aklimatizimit pér té fituar karakteristikat e domosdoshme pér mbijetesén né kushtet e
fushés. Suksesi i ambientimit té biméve té prodhuara in vitro para sé gjithash varet nga cilésia e
tyre sipas standardit. Bimét e rrénjézuara in vitro me karakteristikat e tyre trapjantohen né seré né
ambient té posagém me pajisje e tavolina té trapjantimit (Fig. 2.18).

Figura 2.18. Tuneli i ambientimit t& bimézave in vitro
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Bimézat (7-9) cm me 5-6 gjethe, me rrénjé té zhvilluara ose me kallus, pasi pastrohen me ujé
vendosen né terren me substrat, torfé té sterilizuar dhe kalojné né tunel, ku realizohet ngrohja
bazale. Mbulohen me plastmas dhe trajtohen pér 30-40 dité me tretésiré hormonale dhe
antiparazitare. Ambientohen né kushte in vivo, autotrofe, ndrigimi e stresi hidrik té larté.

Transferimi i materialit t& mikroshumuar béhet sipas njé procedure té caktuar:

e Hapja e enéve t€ kulturés dhe pastrimi nga agari té bimézave pér evitimin e képutjeve para
hegjes sé biméve dhe vendosja e tyre né kontenitoré me ujé né temperaturé 20 - 25 C;

e Pastrimi i sistemit rrénjor nga agari, qé paraget rrezik né zhvillimin e kérpudhave
patogjene;

e Trapjantimi me doré i secilés bimé né substrat duhet kryhet me shumé kujdes;

e Bimét pas trapjantimit ujiten me ujé me Benomil 35 g/hl dhe Folpet 50 g/hl), gé ka réndési
té madhe, sepse tepricat hidrike favorizojné parazitét dhe kérpudhat. Dozat e ujit jané né
varési té species dhe stinés né té cilén realizohet ambientimi;

e Mbulimi i i biméve né bankalet e serés me film plastik garanton lagéshtiré relative 90%;

e Substrati pérbéhet nga pleh kongime me pH (5.5-6) e pérzier me 15-20 % agriperlit. Si
kontenitor pérdoren alveolat prej materiali plastik me pérdorim té lehté.

Fazat e ambientimit
Ambientimi zgjat 50-60 dité né fund té dimrit e 30-35 dité né veré dhe kalon né disa faza:

e Qéndrimi né bankale té mbrojtur nga filmi plastik me lagéshti relative té larté, ku bimét
zhvillojné sistemin rrénjor dhe fillojné rritjen. Zgjatja e késaj faze éshté 15-30 dité;

e Faza e mesme, gjaté sé cilés fillon té zvogélohet lagéshtia duke ngritur gradualisht filmin
plastik gé mbulon bankalet, shkon nga 3-7 dité;

e Zhvillimi né seré pa asnjé mbrojtjeje shtesé, fazé gé karakterizohet nga rritja e biméve me
pérmasat pér tregétim (10-20 cm). Zgjat 2-4 javé.

Kushtet e ambientimit

Trajtimi éshté i nevojshém pér bimét gé do té trapjantohen jashté kulturés in vitro. Qéndrimi né
hijézim pér pérshtatje té biméve né ambientin e jashtém parapérgatitet né ményré gé bimét t€ mos
zgjasin géndrimin e tyre né seré mé shumé nga koha e pércaktuar. Ambientimi i druréve frutoré
bérthamoré béhet né pérshtatje me stinén. Né vecanti, momenti mé i pérshtatshém pér ambientim
té dru frutoréve éshté fundi i dimrit dhe fillimi i pranverés.

Réndési té madhe ka mbajtja e temperaturave optimale né seré, e cila kontrollohet me ané té
termometrit. Bankalet jané té pajisura me sistem té ngrohjes bazale, e cila realizon mbajtjen e
temperaturave optimale nga 15°-30°C pér t€ pérballuar temperaturat ekstreme té ambientit t&
jashtém. Sera e aklimatizimit pajiset edhe me sistem té lagéshtisé ajrore né rastet e stinés sé thaté
duke ulur temperaturat né 3°- 4°C. Temperatura e ajrit kontrollohet gjaté ambientimit.
Temperatura e tokés duhet té jeté mé e larté se e ajrit pér té stimuluar aktivitetin e rrénjéve.
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Ndricimi ka rol kryesor né aklimatizimin in vivo. Ndricimi né kushtet in vitro éshté i kufizuar.
Pércaktimi i fotoperiodés éshté i réndésishém pér té kontrolluar ciklin vegjetativ dhe até
gjenerativ té biméve. Fotoperioda éshté 16 oré drité dhe 8 oré errésiré né 24 oré.

Mijedisi ku trapjantohen bimézat éshté i réndésishém. Ai duhet té jeté poroz pér té lehtésuar
drenazhimin dhe ajrimin. Substrati pérbéhet nga dheu, torfa dhe perliti né raport 2:1:1.

Ndjeshméria e biméve ndaj organizmave patogjené kérkon shéndetésimin dhe parandalimin e
sémundjeve, kur kalohet né lagéshti té larté, qé favorizon kérpudhat dhe bakteret patogjene. Pér
kété, né bimét in vitro té ambientuara né seré kryhet trajtimi i pérditshém pér katér javé me
tretésira hormonale dhe antiparazitare né pérgendrime té caktuara pér ¢cdo specie.

2.8.5. Rezultate dhe diskutimi i tyre
Subkultura

Materiali bimor i shéndetésuar i kumbullés i éshté nénshtruar teknikave té mikroshumimit in
vitro, me ané té subkulturave té njépasnjéshme. Eshté krahasuar dinamika e zhvillimit té
bimézave pas subkulturave né dy terrene ushqgyese (terreni ushqyes universal MS dhe ai i holluar
2 heré pér makrokipérat MS/2) né kombinime fitohormonesh BAP 0.2 mg/l, ANA 0.01 mg/l. Pas
disa subkulturash (¢do 22 dité) jané fituar nj& numér i konsiderueshém i bimézave té kumbullés
var. “Tropojane”, potencialisht si material i shéndetésuar bimor (Fig. 2.19).

Figura 2.19. (a, b) - Biméza kumbulle né fazé shumimi; (c) - Biméza kumbulle pas subkulturés né terren
té holluar 2 heré pér makrokripérat, MS/2 dhe (d) - Biméza kumbulle né terren té ploté MS
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Pas dy subkulturash u bé matja e treguesve biometriké (numri dhe gjatésia e bisqeve pér eksplant,

si dhe numri i gjetheve pér eksplant) pér té dy terrenet e eksperimentuara (MS, %2 MS).

Né fazén e subkulturés, pér dy terrenet e provuara vérehen diferenca né parametrat biometriké.
Rezulton se terreni ushqyes optimal paraqgitet terreni MS/2 duke iu referuar vlerave mesatare té
numrit té bisgeve 2.3; té gjatésisé sé bisqeve 1.51 cm dhe numrit té gjetheve 6.4. Ky terren
karakterizohet nga njé pérgendrim i pérgjysmuar i makro-kripérave, krahasuar me terrenin bazal
MS me vlera mesatare té€ numrit té bisgeve 1.8; gjatési té bisgeve 1.27 cm dhe numér té gjetheve
5.5 (Graf. 2.16). Kéto diferenca vértetohen dhe nga pérpunimi statistikor i té dhénave (Fig. 2.20).
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Grafiku 2.16. Treguesit biometriké (numér dhe gjatési bisgesh dhe numér gjethesh) sipas dy terreneve té

ndryshme bazalé (MS dhe MS/2)
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Figura 2.20. Boksplotet (variancat, deviacioni standard dhe mesatarja) pér parametrat (numér, gjatési
bisgesh dhe numér gjethesh) té bimézave né terrenet MS dhe MS/2 gjaté stadit té subkulturés pér
shumimin in vitro t€ kumbullés var. “Tropojane”, Rrethi i Tropojés, transferuar né Durrés

Rezultatet tregojné se pérqgindja e proliferimit mé e larté paragitet mé miré né terrenin MS/2.
Krahasimi i dy terreneve né aspektin fiziologjik, tregon se bimézat e kumbullés né terren MS
paragiten té zverdhura me majé nekrotike pér shkak té pérgendrimit t€ larté té kripérave.
Mikroshumimi stimulohet né terren me pérgendrim té ulét té kripérave si efekt i zvogélimit té
dozés sé azotit._Né aspektin morfologjik né fazén e subkulturés pér té dy terrenet e provuara,
bimézat e kumbullés zhvillojné masé té madhe gjethore, por gjatési té shkurtér té kércellit né
rozeté (Fig. 2.19c,d)). Shtimi i giberelinés né terren mund té veprojé pér prodhimin e bimézave
me ndérnyje té zgjatura, gjé gé do té ndikojé dhe né pérfitimin e njé numri mé té madh bimézash
gjaté subkulturave.

Rrénjézimi in vitro dhe ambientimi in vivo i biméve té reja

Pasi u fituan njé numér i konsiderueshém bimézash me gjatési deri 5 cm dhe me disa gjethéza pas
disa subkulturash kalojné né terrenin e ri té rrénjézimit MS (makroelementé % MS,
mikroelementé MS, vitamina MS té kombinuar me “faktorin e rrénjézimit” auksinén AIB 1 mg/l).

€Y (b)

Figura 2.21: (a) — Fillimi i rrénjézimit t€ bimézave t€ kumbullés var. “Tropojane; (b) — biméza té gatshme
pér ambientim in vivo
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Pas 2 javésh zhvillohen rrénjézat in vitro (Fig. 2.21a) dhe mbas njé muaji fitohen biméza té
zhvilluara miré (Fig. 2.21b), té gatshme pér ambientim in vivo.

Bimét me rrénjé té zhvilluar, ambientohen né torf€ té sterilizuar né tava alveolate (Fig. 2.22a) dhe
vendosen né tunelin e aklimatizimit né seré né kushte t€ kontrolluara temperature dhe ndri¢imi.
Réndési té madhe ka ujitja me tretésira antiparazitare (Benomil 35 g/hl dhe Folpet 50 g/hl), sepse
lagéshtia e larté favorizon zhvillimin e parazitéve dhe kérpudhave. Pas prodhimit té biméve té
ambientuara, ato kalojné né geska me pleh kongime, i pérzier me 15-20 % agriperlit (Fig. 2.22b).

e :
- S “ | 1

(b)

Figura 2.22: (a) - Ambientimi né alveolate i bimézave té kumbullés var. “Tropojane”, té fituara me
metodat e kulturés in vitro dhe (b) — Prodhimi i biméve té ambientuara né geska né seré

Pas zhvillimit normal té biméve té ambientuara (Fig. 2.23), ato kalojné né vazo, por gjithmoné né
kushtet e serés.

Figura 2.23. Bimé e kumbullés var “Tropojane” e shéndetésuar dhe e testuar nga ana gjenetike dhe
fitosanitare

Pas njé muaji, fidanét e shéndetésuara dhe té testuara gjenetikisht si klone “identike” me bimén
“mémeé” kumbullés autoktone var. “Tropojane” té& Rrethit t€ Tropojés, si dhe té testuara nga ana
fitosanitare pa virusin e Sharkés (PPV) béhen té gatshme pér té kaluar né repozitorin né Screen
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House (Fig. 2.24) pér tu trajtuar si fidané kandidaté klone “bazé”, té nevojshém pér seleksionimin
sipas skedave pérshkruese té IPBGR.

Figura 2.24. Repozitori né Screen House né QTTB, Vloré

2.9. Mikroshumimi i bimézave in vitro té nénshartesés, kumbullés sé egér var.
“Mirabolano”

Té dhéna té pérgjithshme pér nénshartesén var. “Mirabolano”

Mirabolano 29/C (Prunus cerasifera L.) njihet si nénshartesé kumbulle, pemé frutore q€ i pérket
familjes Rosaceae. Prejardhjen e ka nga Azia Peréndimore dhe rajoni i Kaukazit, midis Rusisé
dhe Gjeorgjis€. Pérhapjen né Evropé si bimé zbukuruese dhe bimé frutore e pati né epokén
pararomake. Ka lartési maksimale 8 m. Gjethet ndryshojné né ngjyré nga jeshile né té kuge, sipas
varietetit. Lulézimi midis muajve mars e prill. Lulet me petale té bardha ose roz€, me filamente té
purpurta. Fruti drup rreth 3 cm, me tul mishi e té émbél. Lékura ndryshon né ngjyré nga e kuge né
té verdhé.

“Mirabolano” éshté bimé rezistente ndaj temperaturave té larta dhe té uléta, deri né -10°C. Bima
riprodhohet me faré ose me copa vegjetative. Pérhapja me far€ siguron rritje t€ ngadalté t€ bimés
dhe pér mé tepér nuk garanton té njéjtén cilési té frutave té bimés “mémé”. Shtimi me copa
vegjetative pérdoret shpesh dhe bimét e prodhuara jané me cilési té€ miré dhe homogjene.

Bima ka rezistencé té larté ndaj parazitéve, temperaturave té uléta, thatésirés, prandaj pérdoret né
frutikulturé si nénshartesé pér té rritur cilésiné e kumbullave, fistikéve dhe kajsive. Nénshartesat
luajné njé rol té réndésishém né prodhimin e fidanéve té kumbullés me ndikim né ciklin e
prodhimit, cilésiné e frutave, rezistencén ndaj sémundjeve, pérmir€simin e efektivitetit té
metodave t€ luftimit ndaj insekteve, pérshtatjen ndaj lagé€shtisé e tokave me pérmbajtje gélgerore.
Zhvillimi e pérdorimi i kétyre nénshartesave éshté i kufizuar mjaft nga mungesa e sistemeve
efektive e té shpejté té€ shumimit.

Vitet e fundit po zbatohen me sukses teknikat e shtimit in vitro té nénshartesave drufrutore
bérthamore, né sigurimin e pastértisé gjenetike dhe fitosanitare t&€ bimé&ve. P&rmirésimi i
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mikroshumimit in vitro pér nénshartesat do t€ sigurojé material bimor pér testim né terrene
ushqgyese, me interes pér shtimin komercial dhe pérdorimin nga ana e kultivuesve.

Qéllimi 1 studimit éshté pércaktimi i njé protokolli efikas pér mikroshumimin e nénshartesés
“Mirabolano 29/C” né bazé té llojeve té eksplantéve dhe pér té vlerésuar efektin e rregullatoréve
té rritjes s€ biméve né kapacitetin e rigjenerimit.

Materiali dhe Metoda
Materiali bimor

Materiali bimor fillestar u morr nga druré té nénshartesés Mirabolano 29/C, né parcelén e peméve
frutore bérthamore né QTTB, Shamogjin, Vloré (Fig. 2.29) n€ degé té reja né fund t& pranveré. U
provuan dy lloje eksplantesh fillestare: maja rrité€se ose sythe apikalé dhe copa kércelli.

PR\ e N> R

m‘- g = : ! - 4
Figura 2.25. Marrja e mostrave né koleksionin e peméve drufrutore bérthamore

Izolimi dhe dezinfektimi i mostrave

Degézat e reja nga do té mirren eksplantet fillestar u shpélané me ujé té rrjedhshém, u zhytén né
alkool etilik 70% pér 10", me pas u dezinfektuan me NaOCI (hipoklorit natriumi) 10% pér 20
min dhe u shpélané tre heré me ujé t€ distiluar té sterilizuar, me géllim eliminimin e infeksioneve
me natyré kérpudhore e bakteriale. Procesi i dezinfektimit u realizua né fluksin laminar né kushte
absolutisht sterile (Fig. 2.26a).

Inokulimi i eksplanteve

Pas dezinfektimit té degézave té reja, priten prej tyre né madhésiné e duhur dy llojet e
eksplanteve: maja rritése (1.3 cm) dhe copa kércelli (2 cm) né fluksin laminar. Eksplantet
vendosen né pozicion vertikal me bazén e tyre té zhytur né terrenin ushqyes té€ inokulimit MS me
praniné e hormonit gibereliné GA3; 0.1mg/l. Pér seicilin variant u eksperimentua né 3 vazo sterile
me 10 eksplante secila x 4 pérséritje (Fig. 2.26b). Mé pas, té gjitha vazot vendosen né dhomén e
rritjes vegjetative té kulturave (Fig. 2.17) né kushte me parametra té kontrolluar (fotoperiodé 16
or¢ drité€/24 oré, temperaturé 24+1°C, intensitet ndrigimi 3000 lux.

84



(b)

Figura 2.26: (a) — Dezinfektimi i eksplanteve né fluksin laminar dhe (b) — Inokulimi ieksplanteve né vazo
me terren ushqyes né fluksin laminar

Mikroshumimi i eksplanteve me ané té subkulturave

Pas 40 ditésh né terren inokulimi, pas zhvillimit t€ eksplanteve, ato u kaluan né terren shumimi
universal MS me pérbérje: MS makro-mikrokripéra, MS kelati Fe-EDTA, hormone citokininé
BAP 0.4 mg/l dhe auksiné ANA 0.01 mg/l, MS vitamina (inositolio 100 mg/l, tiaminé 0.1mg/l,
pirodiksin€ 0.5mg/1, acidnikotinik 0.5mg/1, gliciné 2mg/1), sakarozé 3%, agar 0.7%. Rregullohet
pH 5.7 n€ terrenet ushqyese dhe béhet autoklavimi né temperaturé 120°C pér 20 min.

Rrénjézimi dhe aklimatizimi i bimézave té reja

Bimézat e reja té fituara nga subkultura né numér té konsiderueshém u kaluan né fazén e
rrénjézimit duke pérdorur terren rrénjézimi MS né prani té hormonit auksinik AIB 0.2mg/l, gé
indukton fillimin e formimit té sistemit rrénjor. Pérgendrimi i auksinés né terrenin ushqyes ndikon
né indeksin e rrénjézimit dhe né karakteristikat e rrénjéve.

Pas rrénjézimit u kalua né fazén e aklimatizimit in vivo té€ bimézave, qé u dezinfektuan dhe u
trajtuan me tretésira antiparazitare, mé pas u vendosén né tava alveolati me torfé té sterilizuar, u
mbéshtollén me plasmas dhe u mbajtén né kushte té kontrolluara temperature 22 -26°C pér 40 dité
(Fig. 2.27).

Treguesit biometriké té vlerésuar pas subkulturés dhe analiza statistikore e té dhénave

Jané matur treguesit: numri i bisqeve/eksplant dhe gjatésia (cm) e tyre; numri i gjetheve/eksplant.
Pérpunimi i t& dhénave pér provat eksperimentale u bé me Analizén e Variancés (P < 0.05), Testi
ANOVA. Té dhénat jané paraqgitur si mesatare té shogéruara nga gabimi e deviacioni standard.

Krahasimet e mesatareve jané béré me testin Tukey-Kramer duke u pérfagésuar me gérma, gé
tregojné variacionin. Analiza statistikore u realizua me programin statistikor JMP, version 13.0.
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Rt il i
Figura 2.27. Aklimatizimi i bimézave né tava alveolati me torfé té sterilizuar

Rezultate dhe Diskutime
Inokulimi i eksplanteve

Pas 40 ditésh né terren inokulimi MS me GA3; 0.1mg/l, eksplantét reaguan né bazé té zhvillimit té
tyre strukturor, ku majat rritése si struktura té organizuara, zhvilluan organogjenezén direkte dhe
copat e kércellit si struktura té paorganizuara kaluan né zhvillimin e organogjenzés indirekte.

Subkultura e bimézave

Né fazén e subkulturés né terrenin MS me shtesa té fitohormoneve, bisqet e reja nga eksplante té
ndryshme reaguan né ményra specifike. Majat rritése ose sythet e kultivuara né MS dhané
pérgindje mé t& larté proliferimi deri 93 %, krahasuar me eksplantét e copave té kéercellit, qé
dhané pérgindje proliferimi mé té ulét deri 56% (Graf. 2.17).

T%Perqmdja-e-shtmwwt-te-eksplanteve
100% -
80% 56%
60% = Sythe
40% .

W COpE
20% - kércelli
0% T T
Sythe copé kércelli

Grafiku 2.17. Pérqindja e proliferimit té eksplanteve me origjiné t€ ndryshme

Duhet theksuar se né fazén e proliferimit nuk u vérejt kontaminimi i eksplanteve té kumbullés apo
i terrenit ushqyes. Né fazén e subkulturés u vu re formimi i bisqeve té rinj (Fig. 2.28) né rastin e
majave rritése, kurse nga copat e kércellit vihet re formimi i kallusit, ku zhvillohen sythe té rinj té
diferencuar nga kallusi.
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Figura 2.28. Fazat e subkulturés té bimézave “Mirabolano 29/C”

Rezultatet mé té mira né fazén e subkulturés pér té gjithé parametrat e studiuar u arritén né
variantin e bimézave me origjiné nga majat rritése (numri i bisqeve 2.2; gjatési e bisgeve 1.52 cm;
numri i gjetheve 3.35), e vértetuar edhe statistikisht (Graf. 2.18) krahasuar me treguesit
biometriké pér eksplantet copé kércelli (numri i bisgeve 1.4; gjatési e bisqeve 0.87 cm; numri i
gjetheve 2.34) (Graf. 2.19; 2.20).

Analiza statistikore

2.5 +

Numri i bisgeve

1 T

Copé Syth

Eksplante

**. E vértetuar pér nivelin e probabilitetit 1% (p < 0.01) ; *: E vértetuar pér nivelin e propabilitetit 5%
(0.01 =< p <0 .05); NS: Pa vértetési té probabilitetit (p >=0 .05), sipas testit Tukey —Kramer.

Grafiku 2.18. Diagrama e boksploteve (variancat, deviacioni standard, mesatarja): numér bisgesh/eksplant
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Grafiku 2.19. Diagrama e boksploteve (variancat, deviacioni standard, mesatarja): gjatési bisqesh/eksplant
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Grafik 2.20. Diagrama e boksploteve (variancat, deviacioni standard, mesatarja): numér gjetheve/eksplant

Sipas Analizés sé¢ Variancés (P < 0.05), megenése vlera F éshté shumé mé e madhe se vlera
teorike (Prob > F) sipas Fisherit, atéheré ekziston njé diferencé statistikore me té dhénat e
krahasuara. Analiza e Variancés (ANOVA) mbi vlerésimin e mesatares sé numrit dhe gjatésisé sé
bisgeve si dhe pér numrin e gjetheve né provén sipas llojeve té eksplanteve, tregon se ekzistojné
diferenca té vértetuara statistikisht pér nivelin e vértetésisé P= 0.05 sipas testit Tukey-Kramer.
Vlerat e bimézave nga eksplantet copé kércelli pér parametrin numér bisgesh, gjatési bisgesh dhe
numér gjethesh jané nén vlerén e mesatares sé pérgjithshme krahasuar me eksplantet sythe.

Rrénjézimi i bimézave
Pas 20 ditésh té rrénjézimit té bimézave né terren MS me auksinén e rrénjézimit AIB, u vérejt se

bimét jané té zhvilluara me ecuri normale, gjethe né formé ovale, me pérmasa mesatare, ngjyré
jeshile té errét (Fig. 2.29).

Figura 2.29. Bimé té rrénjézuara té nénshartesés sé kumbullés var. “Mirabolano 29/C”

Pérgindja e rrénjézimit e bimézave paragitet e larté 85 %, karakterizuar nga parametra biometriké:
mesatare e numrit té rrénjéve 3.8; gjatési e rrénjéve 2.6 cm (Graf. 2.21).
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Grafiku 2.21. Treguesit biometriké (numri dhe gjatési mesatare e rrénjéve) né fazé té rrénjézimit

Ambientimi i biméve
Bimét e rrénjézuara me rrénjé té zhvilluar ambjentohen né torfé té sterilizuar né alveolate (Fig.
2.30) dhe vendosen né serén e aklimatizimit né€ kushte té€ kontrolluara temperature dhe ndrigimi.

Figura 2.30. Aklimatizimi in vivo i biméve t€ nénshartesés sé¢ kumbullés “Mirabolano”

Objektivi 3: Konservimi me ané té metodés sé rritjes minimale (4°c) té popullatave té
ndryshme té kumbullés

2.10. Konservimi me ané té metodés sé rritjes minimale (4°c) té popullatave té
ndryshme té kumbullés (Prunus domestica L.)

2.10.1. Réndésia e pérdorimit té metodave in vitro té ruajtjes sé gjermoplazmés bimore

Programet e pérmirésimit t& biméve mbéshteten né ekzistencén e njé diversiteti té larté gjenetik.
Format spontane progjenitore té biméve té kultivuara, veganérisht ato autoktone pérbéjné sot
rezervuarin kryesor té gjeneve pér pérmirésimin e biméve. Ruajtja e gjermoplazmés éshté njé
aktivitet i domosdoshém pér gjenetistét pér t¢ mos humbur materialet gjenetike té vlefshme, si
mbajtése té karakteristikave interesante dhe té pérdorshme pér pérmirésimin e Kkultivaréve
tregtaré. Diversiteti gjenetik gjaté dekadave té fundit ka njohur humbje té ndjeshme, vecanérisht
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nga shtrirja e zonave urbane dhe nga bujgésia e bazuar né pérdorimin e njé numri té kufizuar
varietetesh dhe kultivarésh tregtaré. Gjermoplazma e njé numri té madh bimésh mjekésore,
druréve frutoré etj. jané gjithashtu né kércénim pér zhdukje.

Nevoja e ruajtjes sé resurseve gjenetike ka béré gé né 30 vende té botés té& ngrihen banka té
fugishme ndérkombétare té materialeve gjenetike, zakonisht né formé té farave, qé zéné pak
hapésiré dhe gé ruhen pér disa vjet. Materiali gjenetik bimor mund té ruhet dhe né formé
vegjetative (zhardhoké, copa etj.) apo si bimé té plota né kopshte botanike apo né parcela té
vecanta. Kéto metoda konvencionale i nénshtrohen humbjeve té mundshme pér disa arsyet,
prandaj po pérdoret si metodé alternative mundésia e rigjenerimit t& biméve duke u nisur nga
gelizat, indet apo organet e kultivuara in vitro me disa avantazhe:

e Konservohen bimé sterile g& nuk mund te riprodhohen me faré, ose kur farat kané véshtirési
pér mbirje ose kur potenciali i tyre humbet gjaté ruajtjes normale;

e Vetém njé numér i vogél bimésh tipike té ¢do kultivari, varieteti etj. nevojitet té ruhet si burim
i materialit t& eksplanteve té freskéta pér rifillimin e kulturave né ¢do kohé té vitit, d m th nuk
humbet potenciali rigjenerues;

e Avantazhe té vecanta shfagen pér seleksionerét pér ruajtjen e materialit prindéror. Gjaté
programeve té seleksionimit pér bimét njévjecare, mund té béhet e mundur zgjedhja e
prindérve mé té miré pér krygézime me ané té testimit té brezit t€ paré. Né intervalin njé
vjecar, kur kryhen krygézimet e nevojshme, rriten dhe vlerésohen filizat, té gjithé prindérit
potenciale nevojiten té ruhen né ményré vegjetative;

e Ruhet géndrueshméria gjenetike, vecanérisht kur pérdoren kulturat e meristemave, majave té
kércejve dhe embrioneve;

e Metoda rezulton me kursime né hapesiré. P sh éshté llogaritur se 800 kultivaré hardhi ruhen in
vitro né pak m? ndérsa po ky numér né fushé okupon njé hektar. Njé koleksion i kultivaréve
Malus kérkon vetém 0.28 m® dhomé frigoriferike, kur né fushé duhen 5.7 ha. Késhtu ruhen
linjat prindér pér prodhim farash hibride nga seleksioneré;

e Ruhen specie bimore té kércénuara pér zhdukje p sh bimé endemike dhe té rralla, autoktone
me vlera pér ruajtjen e biodiversitetit. Ne 10-15 vitet e fundit me kéto metoda ruhen specie me
vlera agronomike, bimé mjekésore, drurore dhe dekorative;

o N&é se fitohet njé kulturé e painfektuar, shpesh heré me shumé véshtirési, ményra e vetme e
sigurté gé bimét té ruhen té painfektuara éshté konservimi in vitro;

e Materiali gjenetik pa patogjené, pa viruse lejon shkémbimin midis vendeve té ndryshme pa
nevojén e periudhés sé karantinés.

2.10.2. Parimet kryesore té ngritjes sé bankave gjenetike in vitro

Teknika e ruajtjes sé materialit gjenetik bazohet né zvogélimin e aktivitetit té metabolizmit té
gelizave, indeve ose organeve vegjetative né ményré gé té shmanget rritja, por té ruhet mundésia
e rigjenerimit. Kulturat in vitro ruhen me ané té metodave té rritjes minimale dhe té
kriokonservimit.
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2.10.3. Metoda e rritjes minimale

Kultivimi i materialit vegjetativ in vitro kérkon kushte optimale té 1éndéve ushqyese, vitaminave,
fitohormoneve dhe faktoréve té mjedisit. Nga ana tjetér, teknikat e ruajtjes sé gjermoplazmés té
bazuara né kulturat e majés sé kércellit dhe té€ meristemave, qé ruajné stabilitetin gjenetik té bimés
mémé dhe gé lejojné vetém intensitete minimale té rritjes pérdoren gjerésisht. Té tilla sisteme
kané pérdorim té réndésishém né gendrat ndérkombétare té ruajtjes sé gjermoplazmés, kryesisht
sepse materiali i ruajtur éshté i gatshém pér pérdorim né ¢do kohé.

Modifikimi i faktoréve té ndryshém ngadaléson ose frenon plotésisht rritjen e biméve. Kjo arrihet
me disa metoda.

- Metoda e zvogélimit té temperaturés

Inkubimi i gelizave, indeve dhe organeve vegjetative té kultivuara in vitro realizohet mé shpesh
né temperatura 20°-30° C. Temperaturat e ulta ngadalésojné rritjen e biméve. Sipas kétij parimi,
materiali gjenetik mund té ruhet né temperatura shpesh pak mbi pikén e ngrirjes sé uijit.
Temperatura dhe zgjatja e ruajtjes né té ftohté varet nga specia dhe tipi i materialit bimor.
Reduktimi i temperaturés éshté shumé efektiv pér ruajtjen e hardhisé, patates, panxhar shegerit,
mollés, luleshtrydhes, kasavés etj. Si rregull i pérgjithshém, bimét e zonave té ngrohta si patatja,
luleshtrydhja, molla, foragjeret ruhen né 0°-6° C, ndérsa bimét tropikale si kasava dhe patatja e
émbél ruhen né 15°-20° C. Pér disa specie, pérdorimi i temperaturave té ulta né sistemin e rritjes
minimale paragitet me shumé sukses. Prandaj kjo metodé pérdoret sot si rutiné edhe né gendrat e
médha té konservimit té gjermoplazmés.

Duhet theksuar se nga té gjitha metodat e pérdorura pér ruajtjen me metodén e rritjes minimale,
ruajtja né temperaturé té ulét éshté mé e pérdorshme. Nga literatura rezulton se njé sistem i rritjes
sé ngadalesuar duke pérdorur ruajtjen e majave té kércejve té kiwit in vitro™ né 8° C éshté
vlerésuar si metodé e pérshtatshme pér ruajtjen gjaté njé viti t€ biméve. Repozitorét in vitro té
bazuara né kété sistem jané té vlefshme pér industriné e bimés sé kiwit.

Cdo specie dhe kultivar paraget shkallé té ndryshme té rezistencés ndaj temperaturés sé ulét dhe
mund té ruhet pér periudha té ndryshme. P sh sythe té njé nenshartese té pjeshkés mund té ruhet
né frigorifer pér 6 muaj pa humbur mundésiné e rigjenerimit. Sythet e gershisé, té privuara nga
shumica e gjetheve, mbijetojné pér rreth njé vit. Sythet nuk duhet té pésojné déme té tilla, gé té
kompromentojné ripértéritjen e tyre vegjetative, kur kalojné né dhomén e kulturés. Né kété rast,
cikli parashikon faza té kulturés né temperatura té ulta té alternuara me faza té rritjes normale né
terren ushqyes té freskét.

Ruajtja e gjermoplazmés né temperaturé té ulét ka disa avantazhe, gjé gé siguron pérdorimin me
sukses té késaj metode:

e Temperaturat e ulta ngadalésojné rritjen dhe zhvillimin né ményré té natyrshme, si dhe
kufizojné numrin e subkulturave té nevojshme. Né temperaturat 2°-5° C nevojiten vetém 1-2
subkultura né vit dhe kjo éshté e panevojshme, kur materiali éshté i ngrirg;

e Numri i mutacioneve éshté mé i ulét, pérderisa numri i subkulturave éshté i vogél,

e Eshté e lehté té planifikohet dhe té shkallézohet prodhimi tregtar duke pérdorur teknikat e
temperaturés sé ulét, pérderisa, né parim, mund té kesh materialin bimor in vitro té
disponueshém né ¢cdo kohé té vitit;
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e Materiali haploid mund té ruhet duke pérdorur temperaturat e ulta, ndérsa ai béhet lehtésisht
diploid né temperatura mé té larta;

e Materiali bimor, gé éshté "rinuar" me metodat in vitro, mbetet juvenil gjaté ruajtjes né té
ftohté, gjé gé éshté me réndési té vecanté pér shumimin vegjetativ.

2.10.4. Procedura e ruajtjes in vitro té koleksionit té biméve té popullatave té
ndryshme té kumbullés dhe rezultate

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 mund té béhet edhe né errésiré té ploté.

- 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
(4°C) né inkubator biologjik gé plotéson kéto kushte ruajtjeje (Fig. 2.31).

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

Figura 2.31. Konservimi né temperaturé 4°C né errésiré

- Kulturat testohen pér periudha té ndryshme ruajtjeje (3, 6, 10 muaj). Pér secilén periudhé
konservimi duhet té analizohet pérgindja e mbijetesés duke vrojtuar né ményré periodike
gjendjen e bimézave né kushtet specifike té inkubimit. Né qofté se eksplantet paragesin
nekroza té thella, ato konsiderohen si té pambijetuara;

- Né ményré té vazhdueshme realizohen vrojtime dhe fotografime pér té analizuar mé miré
dinamikén e parametrave té monitoruar gjaté konservimit né kushtet e lartpérmendura.
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PERFUNDIME TE KAPITULLIT 2

Kérkimi nga grupi i kérkimit né fushén e kulturés in vitro t¢ meristemés pér prodhimin e
fidanave té shéndetésuar dhe té certifikuara té specieve dru frutore mbéshtet konsideratén
se ky kultivim é&shté hallké e réndésishme e sistemit té certifikimit né prodhimin e
materialit bimor té kategorisé “bazé” me objektiva primaré: (i) prodhimin e fidanéve
frutore té painfektuar dhe (ii) vénien né dispozicion té fermeréve té materialit mbjellés té
certifikuar;

Rezultatet tona eksperimentale pér kulturén e meristemés, ndjekur nga mikroshumimi me
disa subkultura dhe me rrénjézimin e bimézave in vitro té kumbullés autoktone var.
“Tropojane” pércaktuan terrenin ushqyes optimal MS (Murashige & Skoog),
pérgendrimin optimal té& fitohormoneve (1.5 mg/l citokininé BAP me 0.1 mg/l auksiné
ANA) né stadin e proliferimit dhe té subkulturés, kurse pér rrénjézimin rezulton optimal
terreni MS/2 pér makrokripérat, i pasuruar me 1 mg/l auksiné AIB, si “faktor rrénjézimi”;

Pérdorimi i bioreaktoréve Plantform dhe SETIS, si teknika inovative né mikroshumimin e
Prunus domestica L. cv. Tropojane u realizua pér heré té paré né Shqipéri né Laboratorin
e Kulturave indore dhe gelizore in vitro né Fakultetin e Shkencave Natyrore, Universiteti i
Tiranés;

Kultivimi 1 bimézave té kumbullés né bioreaktorin Plantform me frekuencé imersioni 1
min / 8 h jep rezultate mé efektive né drejtim t¢ RGR-sé; dukuria e hiperhidratimit gé
shfaget né sistemet me zhytje té pérkohéshme, mund té reduktohet duke ulur kohén dhe
frekuencén e imersionit deri né 1 min /8 h ose 1 min /12 h.

Terreni ushgyes LP i pasuruar me 1.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L ANA rezulton té jeté mé
efikas pér mikroshumimin in vitro té Prunus domestica L. cv. Tropojane pér kultivimin né
bioreaktorin Plantform, ashtu edhe né sistemin konvencional t¢ mikroshumimit né terrene
té xhelifikuara, kurse pér bioreaktorin rezulton terreni ushqyes universal MS;

Mikroshumimi in vitro i kumbullés “Tropojane” né bioreaktorét Plantform dhe SETIS
rezulton té jeté mé efektiv pér biomasén e pérftuar (shkalla relative e rritjes RGR dhe
gjatésia e bimés) krahasuar me sistemin konvencional té kultivimit té kumbullés né terrene
té xhelifikuara.

Realizimi i fazés pérfundimtare pér kalimin e fidanéve té shéndetésuar dhe té testuar nga
ana gjenetike dhe fitosanitare né repozitorin né Screen House pér tu paraqgitur si fidan i
kategorisé “baz&” pér kalimin né treg;

Ruajtja in vitro me rritje minimale e bimézave né kushte té zvogélimit té temperaturés né
4° C dhe né errésiré rezulton njé metodé ideale pér ruajtjen e gjermoplazmés pér afate té
shkurtéra né té mesme (nga disa muaj deri né disa vjet) edhe pér speciet dru frutore,
pérfshiré klonet e kumbullés autoktone var. “Tropojane”.

REKOMANDIME

Sensibilizimi i organeve ekzekutive té implementimit né té ardhmen té sistemit té
certifikimit té fidanéve té druréve frutoré pér té pérfshiré né certifikatén fitosanitare
Iéshuar fidanrritésve deklaratén e “prodhimit té fidanéve me ané té kulturés in vitro” (sipas
FAO, 2022: Phytosanitary certificates, Appendix 2, ISPM 12);
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KAPITULLI 3

TESTIMI GJENETIK PER “PASTERTINE” VARIETORE DHE PER PRANINK E
VARIACIONEVE POTENCIALE SOMAKLONALE ME ANE TE MARKEREVE
MOLEKULARE RAPDs PER FIDANET E SHENDETESUAR TE KUMBULLES
AUTOKTONE

Ariola Bacu, Stela Papa

3.1. Roli i testimit gjenetik me ané té markeréve gjenetiké molekularé né certifikimin e fidanéve té
prodhuara té druréve frutoré (2022-2023)

Vlerésimi i diversitetit gjenetik té kultivaréve té dru-frutoréve mund té kryhet me metoda
konvencionale, té bazuara né vlerésime morfometrike dhe agronomike dhe né metoda té
biologjisé molekulare té bazuara né ADN-té e tyre. Né ditét tona, kombinimi i té gjitha metodave
ofron mundési pér pércaktim mé té sakté té ngjashmérive/dallimeve, e njéherésh t&€ homonimeve
apo sinonimeve, té cilat hasen jo rrallé né pérdorim. Ndér metodat e biologjisé molekulare mé té
shpeshta pér kété géllim jané ato té bazuara né pérdorimin e markeréve molekularé té tipeve si:

SSRs (Simple Sequence Repeats),

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms),

AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms),
RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic DNAS), etj.

Né kété studim té realizuar né Departamentin e Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore
té Universitetit té Tiranés éshté pérdorur kategoria RAPDs, d m th primera dekamerike rastésoré,
té cilét ndonése nuk pérbéjné kategoriné me riprodhueshméri mé té larté, krahasuar me té tjerét,
falé verifikimit me ané té pérséritjeve mund té ofrojné té dhéna té besueshme, si edhe kané kosto
pérdorimi mé té ulét dhe kohé mé té shkurtér té marrjes sé rezultateve.

Né kété studim u synua stabilizimi i metodikés sé shuméfishimit té fragmenteve RAPDs pér:

e Vlerésimin e diversitetit t€ gjenotipeve t€ kumbullés autoktone var. “Tropojane” (Prunus
domestica Tropojane) nga disa rajone té Shqipérisé (Tropojé, Kukeés, Puké, Paskugan);

o Pérpjekje pér pérzgjedhjen e individéve me té miré té varietetit, té karakterizuar garté né
tiparet e tyre dhe pér t’i regjistruar si klone té tij;

e Krahasimin dhe evidentimin e dallimeve me kultivar€ t€ huaj, cv. “Stanley”;

e Evidentimin e dallimeve t&€ mundshme ndérmjet biméve “méma”, té rritura n€ natyré me
ato té prodhuara né kushte in vitro pér shmangien e variacioneve somaklonale.

Ndérkohé qgé tre objektivét e paré marrin réndési té posagme né kuadér té evidentimit té pasurive
vendore té dru-frutoréve, i treti ka lidhje té drejtpérdrejté me ruajtjen e origjinalitetit gjenetik té
biméve té prodhuara me ané té teknikave in vitro. Shuméfishimi klonal dhe ruajtja e gjenotipeve
elitare, té pérzgjedhura pér karakteristikat e tyre superiore kérkojné njé nivel té larté té
uniformitetit gjenetik ndér bimét e rigjeneruara. Veté kultivimi me ané té kulturave indore né rate
spporadike mund té sjellé shuméllojshméri gjenetike, si pér shembull variacione somaklonale si
rezultat i mutacioneve té gjeneve apo ndryshimeve té markeréve epigjenetiké. Né kété kuptim,
siguria e uniformitetit gjenetik té biméve té prodhuara in vitro éshté e njé réndésie thelbésore.
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Rezultatet e kétij projekti pilot do té shérbejné pér vijimin e punés, me géllim analizimin e sa mé
shumé varieteteve té tjeré autoktoné pér té gartésuar pasuriné nén-llojore té késaj specieje me
réndési ekonomike, por edhe kulturore né rajone té caktuara té Shqipérisé. Natyrisht, pér
objektivin mé té rénd€sishém t€ projektit pilot aktual, testimi gjenetik pér “pastértiné dhe
besnikéring€” gjenetike té fidanéve té shéndetésuara konsiderohet hallké kryesore e certifikimit t&
fidanéve té prodhuara té druréve frutoré autoktoné.

Kérkimi né fushén e vlerésimit té diversitetit gjenetik té kultivaréve, vecanérisht pér ato autoktoné
(specie endemike, dru frutoré dhe mjekésore aromatike) ka filluar herét né fillimin e viteve 2000
né ish Institutin e Kérkimeve Biologjike, Akademia e Shkencave, qé né vitin 2008 u bé pjesé e
Departamentit té Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés. Grupi i
Bioteknologjive Molekulare né kété departament, i drejtuar nga Prof. A. Bacu prej krijimit té tij
né 2012 (Fig. 3.1), vazhdoi kérkimin pér kultivaréve me réndési ekonomike autoktone (ulliri,
hardhité, shega) dhe bimésisé spontane (endemike, té rrezikuara, etj), me ané té markeréve
molekularé té tipeve RAPDs, AFLP, SSRs, etj | trajnuar prané institucioneve kérkimore té huaja
prestigjoze dhe me pasurimin e infrastrukturés laboratorike, grupi ka pérvetésuar teknikat dhe i ka
stabilizuar pér té realizuar dhe pjesén e réndésishme té kétij projekti. Kérkimi éshté kryer né
kuadér té projekteve kombétare (PKKZH) e ndérkombétare (FP6, FP7, INTERREG, Protokolle
Bilaterale) e mbéshtet realizimin e punimeve Master e Doktoratura.

o je P2 S

Figura 3.1. Pamje nga procesi i punés né Laboratorin e Bioteknologjisé Molekulare, FSHN, UT.
3.2. Materiale dhe Metoda
3.2.1. Ekstraktimi i ADN-sé totale nga indet e bimés sé kumbullés

Jané pérdorur materiale té€ ndryshme bimore, lastaré me sythe té fjetur gjethoré, t¢ mbledhura né
disa rrethe té Shqipérisé (Fig. 3.2) pér ekstraktimin e ADN-s¢ gjenomike totale. ADN-ja totale
ekstraktohet nga gjethe té freskéta té celura pas zgjimit té sytheve té biméve té kumbullés var.
“Tropojane” (me paralele) nga popullata t&€ ndryshme té Shqipéris€, nga kumbulla cv. “Stanley”
né koleksione EDE, UBT, si dhe nga bimé té prodhuara in vitro. Variantet e ndryshme jané:

Kumbulla var. “Tropojane”, Kukés

Kumbulla var. “Tropojane”, Tropojé (rritur né Durrés)
Kumbulla var. “Tropojane”, Paskugan

Kumbulla var. “Tropojane”, Qeléz, Puké

Nénshartes€ kumbull e egér “Mirabolano”, Qeléz, Puké
Kumbulla cv. 1 huaj “Stanley”

ook wdE
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7. Bimé in vitro té kumbullés var. “Tropojane”, Qeléz, Puké
8. Bimé in vitro té kumbullés cv. “Stanley”.

o ; 1T :
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Figura 3.2. Mostra té lastaréve me sythe té kumbullés autoktone var. “Tropojane”, Puké dhe materiali
bimor i pérdorur pér ekstraktimin e ADN gjenomike totale.

3.2.2. Metodologjia e pérdorur

Pér té izoluar ADN totale nga mostrat e sipérpérmendura u pérdor material bimor gjethor i njomé.
Pér ta realizuar ekstraktimin u pérdor Kiti MagMAX™ Plant DNA Isolation Kit, i prodhuar pér
izolim té automatizuar ose manual t&¢ ADN-sg totale nga njé séré speciesh bimore. Teknologjia né
té cilén bazohet Kiti njihet si MagMAX magnetic bead technology, dhe eliminon nevojén pér
ekstraktim me fenol/kloroform apo precipitim me alkool. Procedura éshté e optimizuar pér
izolimin e ADN nga 10-100 mg mostra bimore (Fig. 3.3).

Figura 3.3. Pamje nga procesi i punés gjaté ekstraktimit t¢ ADN-ve bimore, copétimi mekanik me azot té
I&ngét i mostrave bimore

Pér té kontrolluar cilésiné e ADN-ve u pérdor kontrolli né xhel agarozé (Fig. 3.4)
1 2 3 456 7 8
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Figura 3.4. ADN-té gjenomike té vecuara né elektroforezé né xhel agarose. Nga e majta né té djathté: 1-3.
“Tropojane”-Kukés; 4-6-“Tropojane”-Tropojé (Durrés); 7-9- “Tropojane”-Paskugan; 13-14-Kumbull
“Mirabolano”; 16-“Tropojane”-Qelé, Puké; 18-cv. “Stanley”; 22-In vitro “Stanley”; 23-In vitro
“Tropojane” -Puké.

3.3. Vlerésimi i diversitetit gjenetik té varieteteve dhe kultivarit t¢ kumbullés bazuar né
markerét molekulare té kategorisé RAPDs

Pér t&¢ mundésuar vlerésimin e diversiteti gjenetik té kultivaréve té kumbullés u pérdoren 10
markeré molekularé dekameriké té¢ Operon Technologies, té kategorise RAPDs-Randomly
Amplified Polymorphic DNA, respektivisht OPD-03, OPZ-13, OPK-08, OPR-09, OPX-15, OPZ-
07, OPD-07, OPD-08, OPQ-17, OPC-11.

3.3.1. Reaksioni bazé i shuméfishimit

Né véllimin 20 pL gjenden 20-50ng ADN-templat, 0,05U té¢ Tag DNA Polimerazés, 0,75mM té
¢do dNTP, 20 uM t& primerit, 25mM MgCI2, 50mM KCI, dhe 10mM Tris-HCI (pH 8,3) (Fig.
3.5)
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Figura 3.5. Pamje nga procesi i punés gjaté pérgatitjes sé reaksionit t¢ PCR-RAPDs dhe ciklimit

3.3.2. Ciklimi i reaksionit

U realizua né njé paisje termocikluese té tipit Eppendorf dhe Gene Mate Series (Fig. 3.5), té
programuar pér 1 cikél/ 1 min né 94C, té pasuar nga 40 cikle me nga 20 sek/94C, 20 sek/35C dhe
2 min/72C, pér té mundésuar denatyrimin, lidhjen e primerave dhe zgjatjen pérkatésisht. Cikli i
fundit do té€ pasohet nga njé inkubim né 72C. T¢ gjitha reaksionet u pérsériten nga tre heré.

3.3.3. Ndarja dhe Vizualizimi i produkteve té shuméfishimit

Pér kété géllim u pérdoren xhele agaroze 2% né TAE té ngjyruar me bromur etidiumi (0,5mg/L)
dhe u fotografuan nén rrezatimin UV duke pérdorur pajisjen transiluminator VWR Genosmart
(Fig. 3.6). Pérmasat e produkteve té shuméfishimit u vlerésuan me markerin molekular 100bp.

Figura 3.6. Pamje nga procesi i ndarjes sé produkteve té shuméfishimit e vizualizimit né xhele agaroze
3.4. Rezultatet dhe diskutimi i tyre

Dhjeté primera dekamerike RAPDs (té pérshkruar tek néndarja Materiale dhe Metoda) u pérdorén
né kété studim pér té evidentuar shuméllojshmériné gjenetike té disa popullatave lokale té
kumbullés Prunus domestica Tropojane, bazuar né metodologjiné e propozuar nga Moreno &
Trujillo, (2005), té cilét kané raportuar pérzgjedhjen e tyre si mé té suksesshmit né njé grup prej
116 té tillésh. Né vijim paragiten rezultatet e marra nga pérdorimi i disa prej markeréve RAPD-s.
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Figura 3.8. Pamje e rezultateve me pérdorimin e markerit dekamerik OPD 03.

Figura 3.9. Pamje e rezultateve me pérdorimin e markerit dekamerik OPZ 13.
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Figura 3.10. Pamje e rezultateve me pérdorimin e markerit dekamerik OPK 08.

Figura 3.11. Pamje e rezultateve me pérdorimin e markereve OPR-09 dhe OPX-15.

Bandat e RAPDs u vlerésuan nga fotografité si té€ pranishme (1) ose jo (0) pér t& gjithé markerét
dhe pér té gjithé individét né studim, dhe prej tyre u ndértua njé matricé binare. Si markeré
polimorfiké u konsideruan vetém bandat e riprodhueshme dhe ato té qarta prej pérséritjeve té
reaksioneve té shuméfishimit. Niveli i polimorfizmit té primerave (banda polimorfike pér totalin e
bandave) ishte 25/29. Numri i bandave pér primer varion nga dy (OPX-15) né pesé (OPD-07),
ndérsa ai i bandave polimorfike pér primer varion nga 1 (OPX-15) né 5 (OPD-Q7).

Pérmasat e fragmenteve té shuméfishuara variojné nga 180-1200bp. Koeficienti Jaccard u pérdor
pér té ndértuar njé matriks ngjashmérish ndérmjet kultivaréve, dhe bazuar né ngjajshmériné e té
dhénave u ndértua njé dendrogramé duke pérdorur metodén UPGMA (Unweighted Pair Grup
Method with Arithmetic Averages).

Programi i pérdorur éshté NTSYS-PC version 2.2 (Rohlf, 1998). Njéherésh u pérdor koeficienti
Neighbor Joining Clustering (Euclidean Similarity Index) me ané té Programit PAST 4.03. Mé
poshté paragiten dendrogramet pérkatése (Fig. 3.12 dhe 3.13).

Dendrograma e paré (Fig. 3.12) dhe e dyta (Fig. 3.13) tregojné grupimin sipas aférsisé ndérmjet
varieteteve té analizuara duke i ndaré né dy grupe (clusters) kryesore gé ndajné njé ngjashméri
prej 45% né origjiné. Grupi i paré pérfshin kumbullén var. “Tropojane” té rritur né Paskugan,
Puké dhe kultivari “Stanley”, si edhe bimét e prodhuara in vitro. Grupi i dyté vecon kumbullén
var. “Tropojane” té Tropojés dhe Kukésit. Bimét e prodhuara in vitro ndajné njé ngjashméri prej
75% dhe 82,5% me bimét “méma” pér té dy variantet e analizuar (var. “Tropojane” e Pukés dhe
cv. “Stanley”).
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Figura 3.12. Dendrograma e ngjashmérive ndérmjet mostrave té analizuara bazuar né Koeficientin e
Jaccard, UPGMA, té Programit NTSYS 2.2.
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Figura 3.13. Dendrograma e ngjashmérive ndérmjet mostrave té analizuara bazuar né Neighbor Joining
Clustering (Euclidean Similarity Index) me ané té Programit PAST 4.03.

Ndérkohé, dy gjenotipe t€ identifikuara si nénshartesa “Mirabolano”, kumbulla té egra, rezultojné
se u pérkasin grupeve té ndryshme (var. i egérl dhe var. i egér 2). Kéto rezultate u mundésuan
falé pérdorimit té primerave dekamerike té sugjeruara nga Moreno & Trujillo, (2005), té cilét i
pérzgjodhén né njé grup prej mbi 100 primerash si highly polymorphic, gjé gé provohet edhe nga
pérfundimet tona.
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3.5. Roli i testimit gjenetik me ané t& markeréve gjenetiké molekularé né certifikimin e fidanéve
té prodhuara té druréve frutoré (2024))

Pérfundimi 1 réndésishém i kérkimit gjaté viteve 2022-2023 konsiston né faktin se drurét e
kumbull€s var. “Tropojane” né habitatet e tyre pothuajse jané té paprekura nga PPV, vecanérisht
né rastet, ku jané larg zonave té banuara. Por né rastet kur kumbullat kané ndryshuar habitat si p.
sh. né Durrés, Tirané, etj., prania e PPV éshté rreth 35% e mostrave dhe nga viti né vit ka rritje
nga 0 — 50% dhe nga 50 — 90%.

Pér kété arsye, grupi i kérkuesve né Rrjet i projektit t¢ Akademisé sé Shkencave “VITROCERT”
vijoi né vitin 2024 me kérkimin mbi gjendjen fitosanitare dhe gjenetike té druréve té var.
“Tropojane” né koleksionin gjenetik né Fermén Didaktike Eksperimentale (FDE) né Valias, bazé
eksperimentale e Universitetit Bujgésor té Tiranés me 71 forma dhe varietete autoktone té
kumbullés. Megenése koleksionet gjenetike kérkojné ruajtjen e gjermoplazmés sé peméve, detyré
parésore éshté testimi dhe certifikimi i tyre. Gjithashtu, ka vazhduar testimi gjenetik dhe
fitosanitar i fidanéve té kumbullés var. “Tropojane” qé ruhen né repozitorin e QTTB, Vloré me
origjiné nga bimézat in vitro té shéndetésuara, té fituara gjaté vitit 2023.

3.5.1. Materiale dhe Metoda
Mostrat e ekstraktuara

ADN totale u ekstraktuan nga gjethe té freskéta t& kumbullés var. Tropojane dhe var. Vlonjate
gjateé vitit 2024 si mé poshté:

1- 4 kumbull var. Tropojane - e shendetesuar dhe aklimatizuar né QTTB, Vloré
5-10 kumbull var. Tropojane-nga Koleksioni Fushor i FDE, Valias, UBT

11-12 Biméza in vitro té kumbullés var. Tropojane nga material mémé i FDE, UBT
13-14 Kumbull var. Vlonjate nga QTTB, Vloré

3.5.2. Rezultatet dhe diskutimi i tyre

Tre primera dekamerike RAPDs (té pérshkruar tek néndarja 3.2. Materiale dhe Metoda) u
pérdorén né kété studim pér té evidentuar shuméllojshmériné gjenetike té disa popullatave lokale
té kumbullés bazuar né metodologjiné e propozuar nga Moreno & Trujillo, (2005), té cilét kané
raportuar pérzgjedhjen e tyre si mé té suksesshmit né njé grup prej 116 té tillésh. Né vijim
paragiten rezultatet e fituara.

CEE T P

Figura 3.14. Pamje e rezultateve té fituara nga pérdorimi i markerit dekamerik OPD 07.

Nga e djathta né té majté mostrat: Markeri molekular 100bp, Mostrat 5-12, nga té cilat 5-10 jané nga var.
Tropojane nga FDE, dhe 11-12 biméza in vitro nga bimé méma var. Tropojane, FDE.

Tre banda u shuméfishuan (Fig. 3.14), prej t& cilave dy rezultojné polimorfike, gjithsesi nuk
vérehen dallime ndérmjet biméve té rritura né€ fushe dhe atyre t prodhuara in vitro.
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Figura 3.15. Pamje e rezultateve té fituara nga pérdorimi i markerit dekamerik OPD 07.

A. Nga e djathta né té majté mostrat: Markeri Molekular 100bp, Mostrat 1- 4 t& kumbullés Tropojane e
shéndetésuar dhe ae klimatizuar né QTTB, Vlorg;

B. Nga e djathta né té majté: Markeri Molekular 100bp, Mostrat 13-14 Kumbulla Vlonjate, QTTB, Vloré.

Rezulton se ky marker prodhon vetém njé bandé RAPDs pér té katér mostrat e kumbullés var.
Tropojane té shéndetésuara dhe té rritura né repozitor, QTTB-Vloré; ndérsa nga kumbulla var.
Vlonjate u shuméfishuan 2 fragmente (Fig. 3.15).

Vérehet se kumbulla var. Vlonjate ka dhéné€ vetem njé produkt shuméfishimi me két€ marker,
ndérsa né total nga t& gjithé mostrat evidentohen tre produkte prej té cilave 2 polimorfike (Fig.
3.16).

A B C

Figura 3.16. Pamje e rezultateve té fituara nga pérdorimi i markerit dekamerik OPR-09.

A. Nga e djathta né té majté: Markeri Molekular 100bp, Mostrat 13-14 Kumbulla var. Vlonjate,
QTTB, Vloré.
B. Nga e djathta né té majté mostrat: Markeri Molekular 100bp, Mostrat 1- 4 té kumbullés var.
Tropojane e shéndetésuar dhe e aklimatizuar né Repozitor, QTTB, Vloré;
C. Nga e djathta né té majté mostrat: Markeri Molekular 100bp, Mostrat 5-12, nga té cilat 5-10
jané té kumbullés var. Tropojane nga FDE, dhe 11-12 biméza in vitro nga bimé mémé té
kumbullés var. Tropojane, FDE.

A B

Figura 3.17. Pamje e rezultateve té fituara nga pérdorimi i markeréve OPX-15.

A. Nga e djathta né té majté mostrat: Mostrat 1- 4 t¢ kumbullés var. Tropojane té
shéndetésuar dhe té aklimatizuar né Repozitor, QTTB, Vloré; Markeri Molekular
100bp; Mostrat 13-14 Kumbulla var. Vlonjate, QTTB, Vloré.
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B. Nga e djathta né té majté mostrat: Markeri Molekular 100bp; Mostrat 5-12, nga té cilat
5-10 jané kumbull var. Tropojane nga FDE; Mostrat 11-12 biméza in vitro nga bimé
méma té FDE.

Bandat ¢ RAPDs u vlerésuan nga fotografité si té pranishme (1) ose jo (0) (Fig. 3.17) pér té gjithé
markerét dhe pér té gjithé individét né studim, dhe prej tyre u ndértua njé matricé binare. Si
markeré polimorfik€ u konsideruan vetém bandat e riprodhueshme dhe ato té€ qarta prej
pérséritjeve té reaksioneve t€ shuméfishimit. Niveli i polimorfizmit t€ primerave (banda
polimorfike pér totalin e bandave) ishte 25/29. Numri i bandave pér primer varion nga dy (OPX-
15) né pesé (OPD-07), ndérsa ai i bandave polimorfike pér primer varion nga 1 (OPX-15) né
5(0OPD-07).

Pérmasat e fragmenteve té shuméfishuara variojné nga 180-1200bp. Koeficienti Neighbor Joining
Clustering (Euclidean Similarity Index) me ané té Programit PAST 4.03. Mé poshté paragitet
dendrograma respektive.

Stanley
] i vitra atanley
Tropojane e Pukes-OTTE 3
Tropojane e Pukes-CTTE 1
' ITn: pojane & Pukes-QTTE 2
Eumbull & eger 2
_— opojane (Puke)
Tropoiane (Paskugan 1)
Tropojane (Paskugan 2)
_ — | witro Tr?rpajane (Pu.re]
ropojane (Tropoje)
_|—Tm pojane e Pukes-QTTE 4
Vionjate-OTTE 1
| |'-.-flt::-njate-ﬂTTE 2
Kumbull e eger 1
Tropojane in vitro-FDE 1
Tropojane-FDE 1
Tropojane-FDE 2
Tropojane in vitro-FDE 2
Tropojane-FDE 3
Tropojane-FDE 4
Tropojane-FDE 5
Tropojane-FDE &

Figura 3.18. Dendrograma e ngjashmérive ndérmjet mostrave té analizuara né projekt, bazuar né markerét
RAPDS (OPD-07, OPR-09, dhe OPX-15) e ndértuar me ané té Neighbor Joining Clustering (Euclidean
Similarity Index) me ané té Programit PAST 4.03.

Dendrograma 3.18. tregon grupimin sipas aférsisé ndérmjet varieteteve té analizuara duke i ndaré
né katér grupe (clusters) té treguar me ngjyra té ndryshme né dendrogramé.
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Kumbulla var. Vlonjate, e kultivuar né QTTB, Vloré bazuar né kéta markeré rezulton e ngjashme
me kumbullat e egra, ndérsa grupi i druréve té kumbullés var. Tropojane, té kultivuara né FDE,
Valias, Universiteti Bujgésor i Tiranés jané grupim mé vehte; kumbulla var. Tropojane e
shéndetésuar dhe e ruajtur né Repozitorin né QTTB, Vloré, se bashku me ato t¢ mbledhura né
ekosistemet natyrore né Pukv apo Tropojé rezultojné té jené né té njéjtin grupim.

Rezultat me vlere vjen nga pozicionimi né cluster i bimézave in vitro, té cilat jané shumé té aférta
me ato mémé, cka provon efikasitetin e metodés sé shéndetésimit dhe té mikroshumimit né
sistemin e testimit dhe certifikimit té€ prodhimit té fidanéve, si dhe né ruajtjen e gjermoplazmés
bimore.

PERFUNDIME TE KAPITULLIT 3

Nga grupimet sipas aférsisé ndérmjet druréve té€ var. “Tropojané” né rrethe t&€ ndryshme
rezultojné ndryshime, gé duke u kombinuar me té dhénat e kartave pomologjike konkrete
pér karakterizimin dhe vlerésimin pomologjik té individéve sipas skedave pérshkruese té
miratuara nga IPBGR ndihmojné pér punén né té ardhmen pér pérzgjedhjen e individéve
me té miré t€ varietetit, t€ karakterizuar qarté né tiparet e tyre dhe pér t’i regjistruar si
klone té tij. Nga té dhénat rezulton se gjenotipet e identifikuara si nénshartesa
“Mirabolano”, kumbull e egér, u pérkasin grupeve t€ ndryshme;

Rezulton se metoda RAPDs éshté né gjendje té identifikojé nén-llojet vendore té
kumbullés var. “Tropojane”, dhe duke marré né€ konsideraté kohén relativisht té shkurtér,
mund té shérbejé si njé mjet efikas pér té evidentuar larminé gjenetike vendore. Kéto té
dhéna mund t’i shtohen atyre morfometrike dhe agronomike duke kontribuar né njé
saktésim té métejshém té nivelit té ngjashmérive (nga piképamja cilésore);

Me grupimin sipas aférsisé ndérmjet varianteve té analizuara, bimét e prodhuara in vitro
ndajné njé€ ngjashméri t€ larté me bimét “méma” pér t€ dy variantet e analizuar (var.
“Tropojane” e Pukés dhe cv. “Stanley”). Duket se rezultatet e kétij projekti mbi
efikasitetin e pérdorimit t¢ markeréve RAPDs pér té evidentuar variacione somaklonale
tek bimét e prodhuara in vitro, sugjerojné se kjo kategori markerésh éshté e vlefshme.
Strategji té miréfillta mund té hartohen pér té siguruar géndrueshmériné gjenetike té
brezave té dru-frutoréve té prodhuara me metoda in vitro, si kombinime té metodave
morfo-fiziologjke, biokimike, citologjike dhe atyre té bazuara né pérdorimin e markeréve
molekularg;

Metodat e referuara né kété studim tashmé jané té stabilizuara prané Laboratorit té
Bioteknologjisé Molekulare, Fakulteti i Shkencave té Natyrés, Universiteti i Tiranés dhe
puna pér kontrollin e kultivaréve té tjeré vendore té Prunus domestica do té vazhdojé.

REKOMANDIME

Bazuar né rezultatet e kétij studimi, rekomandohet:

Kombinim té metodave té bazuara né markeré molekularé me ato morfometrike-
agronomike pér evidentimin e larmisé gjenetike té dru-frutoréve autoktoné;

Grumbullimi dhe analizimi i diversitetit té varieteteve/popullatave/gjenotipeve autoktone
té kumbullés var. “Tropojane” né rajone té tjera té Shqipérisé;

Kombinim té metodave morfo-fiziologjke, biokimike, citologjike dhe atyre me pérdorimin
e markeréve molekularé pér kontroll efikas té variacioneve té mundshme somaklonale né
bimét e prodhuara me metoda in vitro, pér té siguruar géndrueshméri gjenetike ndér breza.
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KAPITULLI 4

TESTIMI FITOSANITAR PER PRANINE E VIRUSIT TE SHARKES, PLUM POX VIRUS
(PPV) ME ANE TE METODES SEROLOGJIKE ELISA DHE TE MARKEREVE
MOLEKULARE PER FIDANET E SHENDETESUAR TE KUMBULLES AUTOKTONE

Magdalena Cara, Jordan Mérkuri

4.1. Réndésia e testimit fitosanitar né procesin e certifikimit

Certifikimi i fidanéve drufrutore éshté proces i réndésishém vecganérisht né prodhimin e fidanéve
drufrutore si mollé, kumbull, gershi etj. Procesi ka ndikim té madh né cilésiné e prodhimit dhe né
zhvillimin e sektorit t& drufrutoréve pér disa arsye me réndési né certifikimin e fidanéve
drufrutore:

e Garantimi i cilésisé sé fidanéve: Certifikimi siguron gé fidanét té jené té zgjedhura nga
ana gjenetike duke pérmbushur standarde té caktuara cilésie dhe té jené pa sémundje té
réndésishme (kryesisht virusale) dhe fermerét té kené né dispozicion fidané me prodhimin
e duhur né té ardhmen;

e Parandalimi i sémundjeve: Certifikimi pérfshin kontrolle sistematike té sémundjeve
karantinore (kryesisht virusale), gé ndihmon né parandalimin e pérhapjes sé tyre né fushat
e kultivimit dhe minimizon rrezikun e infektimit té fidanéve té reja;

e Pérdorimi i biméve té pérshtatura: Fidanét e certifikuar pérfshijné zakonisht bimé
autoktone né habitatet e tyre ose té pérshtatura pér kushtet lokale, gé ndikon né shtimin e
prodhimit, pasi bimét priren té zhvillohen mé miré né mjedisin (habitatin) ku do té rriten;

e Ruajtja dhe konservimi i trashégimisé bimore: Certifikimi ndihmon né ruajtjen dhe
konservimin e biméve autoktone dhe tradicionale, gjé qé ndikon né ruajtjen e trashégimisé
bimore dhe até kulturore té njé vendi;

e Pérdorimi i teknologjive té avancuara: Né shumé raste, procesi i certifikimit pérdor
teknologji té avancuara pér té identifikuar sémundjet dhe pér té monitoruar gjendjen e
fidanéve, gjé gé ndihmon né zbulimin e hershém té problemeve dhe né ndérhyrjen e
duhur;

e Kontributi né zhvillimin ekonomik: Industrité e prodhimit té drufrutoréve kané ndikim
té réndésishém né ekonominé e njé vendi. Certifikimi i fidanéve drufrutore ndihmon né
rritjen e prodhimit, krijimin e vendeve té punés dhe né té ardhurat kombétare.

Pér kéto arsye, certifikimi i fidanéve drufrutore ka réndési t¢ madhe pér ruajtjen e cilésisé sé
prodhimit, té sigurisé sé biméve dhe té zhvillimit té industrisé né frutikulturé né pérgjithési.

4.2. Té dhéna pér sémundjen e Virusit té Lisé s&¢ Kumbullés (Plum pox virus-
PPV) (Sharka)

Virusi i Lisé s& Kumbullés shkakton sémundje veganérisht te kumbullat e speciet e tjera té
familjes Rosaceae. Ka ndikim té madh né prodhimin e kumbullés, shkakton déme me deformime
né fruta dhe uljen e cilésisé sé prodhimit.

Né Shqipéri, njé pérgindje e larté e prodhimit t& kumbullave raportohet té preket nga ky virus,
duke shkaktuar humbje té konsiderueshme ekonomike.
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Figura 4.5. Simptomat e PPV — D né fruta PPV-
D cv. Red Beaut Japoneze.

Figura 4.4. Simptomat e PPV né fruta.

Courtesy: Biologische Bundesanstalt (DE). i
Courtesy: M.Cambra, IVIA, Moncada, Valencia

(ES).

Morfologjia e PPV

PPV ka grimca virusi filamentoze 750 nm té gjata dhe 15 nm né diametér, ka njé gjenom ARN
me njé zinxhir prej rreth 10 000 nukleotidesh, gé kodojné pér njé poliproteiné t&¢ madhe me njé
peshé molekulare 3,5 x 106 Da. Gjenomi kodon 10 proteina té pjekura té pérpunuara nga
poliproteina virale nga veprimi i tre proteazave virale. Jané pércaktuar sekuencat e nukleotideve
me gjatési té ploté té njé numri izolatesh té virusit gé u pérkasin té gjitha shtameve té njohura.
Funksioni i gjenomit né PPV tani kuptohet gjithnjé e mé shumé dhe Ky virus éshté tani njé model
pér studime mbi biologjiné molekulare té potyviruseve.

Pérpjekjet kané cuar né njohjen e shtameve té ndryshme. Aktualisht njihen dhjeté shtame
gjenetike pér PPV (sipas renditjes sé zbulimit té tyre: D, M, EA, C, Rec, T, W, An, CR dhe CV).
Tre shtamet kryesore, qé kané shpérndarje shumé té gjeré gjeografike, jané PPVV-M, D dhe Rec.

Metodat e zbulimit dhe té inspektimit

Pavarésisht shpérndarjes sé parregullt té virusit né pemé, inspektimi vizual mund té zbulojé
simptoma né kultivarét e ndjeshém, vecanérisht gjaté periudhés sé rritjes aktive. Testimi i
indikatoréve té ndjeshém (Pjeshké GF305) me lulézimin e ¢ipave (chip-budding) jep simptoma né
6-8 javé. Inokulimi mekanik né Chenopodium foetidum ose Nicotiana benthamiana jep simptoma
né 6-10 dité, por efikasiteti i vaksinimit nga bujtésit Prunus éshté pérgjithésisht i ulét.

Metodat imunokimike, si ELISA, kané ende njé rol té réndésishém né diagnostikimin e PPV,
Ekzistojné njé séré antitrupash me spektér té gjeré ose shtame specifike, duke pérfshiré antitrupat
monoklonalé. Megjithése té gjitha pjesét e pemés mund té merren si kampion pér testim,
rezultatet mé té mira té zbulimit mbéshteten né pérdorimin e gjetheve té pérbéra nga lastarét né
rritje aktive.

Metodat molekulare té bazuara né amplifikimin e pjeséve specifike té gjenomés PPV tregojné njé
ndjeshméri mé té larté se metodat imunokimike. Modifikime té ndryshme té RT-PCR né formatin
e vetém ose té shuméfishté jané zhvilluar si pér zbulimin universal té té gjitha izolimeve PPV ose
pér detektim specifik. Njé detektim efektiv i shogéruar me mundésiné pér té diferencuar shtamet
PPV mund té arrihet duke pérdorur RT-PCR né kohé reale. Metodat e amplifikimit izotermik, si
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lokalizuar. Gjithashtu, prania e tij né njé vend krijon véshtirési pér eksportin e materialit fidanor
té certifikuar.

Masat fitosanitare

Pér té parandaluar hyrjen ose pérhapjen e PPV, i gjithé materiali prités i importuar (pérvec farave)
duhet té vijé nga njé vend prodhimi gé i nénshtrohet inspektimit té sezonit té rritjes (EPPO, 2016).
Nése virusi éshté i pranishém né vendin eksportues, ky inspektim duhet té pérfshijé edhe aférsiné
e menjéhershme té vendit t€ prodhimit dhe materiali duhet t€ rrjedhé nga bimét “mémé” té
testuara. Materiali i prodhuar sipas skemés sé certifikimit EPPO pér pemét frutore pa viruse duhet
t’1 pérmbushte kéto kérkesa (EPPO, 1991/1992).

Masat mund té merren né ményré efektive pér té parandaluar pérhapjen e PPV nga vatrat e
infeksionit dhe madje edhe pér ta zhdukur até. Kéto pérfshijné mbjelljen e biméve jo-pritése né
zonat e infektuara, pérdorimin e kultivaréve toleranté ose rezistenté, kontrollin e vektoréve dhe
shkatérrimin e té gjitha peméve té sémura.

Publikime né lidhje me PPV né Shqipéri:

Myrta A., di Terlizzi B., Digiaro M. 1994. Phytopathologia Mediterranea 33 (1), 59-62. Very
common in the Southeast.

Myrta A., di Terlizzi B., Digiaro M., Savino V. 1996. Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 26 (1),
141-146.

Myrta A., di Terlizzi B., Boscia D., Caglayan K., Gavriel I., Ghanem G., Varveri C., Savino
V. 1998. Acta Virologica 42 (4), 251-253. PPV-M and -D.

Musa A., Merkuri J., Milano R., Djelouah K. 2010. Investigation on the phytosanitary status of
the main stone fruit nurseries and mother plots in Albania. 21st International Conference on virus
and other graft transmissible diseases of fruit crops (2009-07-05/10, Neustadt, DE). Julius-Kiihn-
Archiv no. 427, 304-308.

Palmisano F., Minafra A., Myrta A., Boscia D. 2015. First report of Plum pox virus strain PPV-
T in Albania. Journal of Plant Pathology 97(2).

Stamo B., Myrta A. 2006. Bulletin OEPP/EPPO, Bulletin 36(2), p 205. PPV-D, PPV-M, PPV-
Rec.

Té dhéna pér praniné e PPV-Sharka né vendin toné né bérthamore (Projekt bilateral Shqipéri
— Greqi 2008 deri 2010).

Pasqyra 4.1. Infeksioni me PPV i b&rthamoreve né Shqipéri*

Nr. Lokaliteti % e infeksionit
1. Korgé 90
2. Pogradec 62
3. Tirana 76
4, Durrés 26
5. Kavajé 25
6. Shkodér 6.5
7 Vloré 4.9

*Ref. Mérkuri, 2010
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Si¢ vérehet né Pasqyrén 4.1, gjendja paraqitet veganérisht e rénduar né pemishtet né Rrethin e
Korgés, ndjekur nga rrethet e Tiranés dhe Pogradecit.

4.3. Materiale dhe metoda
4.3.1. Marrja e mostrave

Mostrat simptomatike dhe josimptomatike té kumbullés autoktone var. “Tropojane” dhe té
kumbullés cv. “Stanley” me origjiné amerikane jané marré né Rrethet e Tropojés, Kukésit, Pukés
dhe Hasit, si dhe né Paskugan. Mostrat simptomatike té kumbullés var. “Tropojane” jané marré né
Durrés dhe Paskugan (2022 dhe 2023).

Jané marré kryesisht gjethe simptomatike dhe jo simptomatike, né pranveré jané marré edhe lule.
Sipas rretheve jané marré: Puké (4 mostra), Tropojé (4 mostra), Kukés (4 mostra), Has (4 mostra).
Nga druré té kumbullés var. “Tropojane” jané marré mostra né Durrés (Origjina Tropojé) (5
mostra); kumbull “Tropojane” Kaméz (Origjina Tropojé) (4 mostra); kumbull “Tropojane”
Paskugan (Origjina Kukés) (6 mostra). Mostrat jané marré gjaté ekspeditave né grup (Pranveré
2022 dhe 2023) (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Bimé simptomatike té kumbullés var. “Tropojane”

Marrja e Mostrave simptomatike (Paskuqgan) (2023)

Jané vecanérisht té garta né gjethe né fillim té periudhés sé vegjetacionit: njolla klorotike, breza
ose unaza (Fig. 4.7; 4.8).

Figura 4.7. Bimé simptomatike t€ kumbullés var. “Tropojane” (Paskugan) 2023
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Figura 4.8. Bimé simptomatike t& kumbullés var. “Tropojane” (Durrés) 2023

4.3.2. Pérgatitja e mostrave né Laborator

Mostrat mbahen né laborator né geska polietileni (Fig. 4.9) dhe mé pas selektohen (Fig. 4.10).

.
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Figura 4.9. Gjethe t€ biméve simptomatike t€ kumbullés var. “Tropojane” (Durrés) 2023.

Peshohen 1 g material, pritet né copa e vendoset né tub ose gese plastike té pérshtatshme pér
pérpunim. Shtohen 2 + 3 ml bufer ekstraktimi dhe mostra homogjenizohet né tuba duke pérdorur
njé aparat Polytron (Kinematica) ose té ngjashém. Mostra homogjenizohet dhe né gese plastike
(Bioreba) duke pérdorur makinén Homex 6 (Bioreba) (Fig. 4.11) ose njé rul manual, gekig.
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Figura 4.10. Selektimi i mostrave né laborator
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Figura 4.11. Mostrat né geset Bioreba gati pér ekstraktim.
Ekstrakti buferik u pérgatit me kripéra fosfate (PBS) pH = 7,2-7,4 sipas protokollit (Fig. 4.12).
. o I p q > [ " )

#

Figura 4.12. Buferat ekstraktues dhe Homex 6 pér ekstraktim.

Mostrat pér testim serologjik u pérgatitén né tuba (1.5-2 ml) (Fig. 4.13) dhe materiali éshté gati
pér pércaktim me metodén serologjike (Fig.4.14).
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Figura 4.14. Materiali bimor i ekstraktuar gati pér serologjiné

4.3.3. Teknikat laboratorike té pérdorura pér detektimin e PPV pér kumbullén var.
“Tropojane”.

A. METODA SEROLOGJIKE DAS ELISA.
Identifikimi i Plum Pox Virus (PPV) Sharkés me DAS ELISA.
Testi ELISA
Mostrat pér testim serologjik mund té pérgatiten né tuba (1.5-2 ml).

Referenca:

EPPO Standardet 7/32. Protokollet diagnostike pér démtuesit e rregulluar — Plum pox potyvirus.
EPPO Bulletin 34 , 155-157 -2004.

EPPO Standardet 7/125 (1) Testimi i viruseve me ELISA test 45, 445-449 /2015

Protokolli Agritest. Informacione teknike té procedurés ELISA Double Antibody Sandwich
(Lidhja e dyfishté me antitrupin).

Pajisjet

Frigorifer laboratorik (+4° £2°C), frigorifer ngrirés laboratorik (— 20° £2°C), pipeta (me diapazon

0,5ul — 2ml), shishe laboratorike, pH metér, Immunoplate pastrues, Immunoplate Lexues (filtér:
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405 nm dhe 620 nm), pérzierés magnetik, inkubator (+37°C + 2°C), vortex, autoklavé, sistemi i
pastrimit té ujit, makiné ekstraktuese.

Materiale konsumi dhe reagjenté

Ené (kuti plastike) 20 x 20 cm pér inkubacionin (dhoma e lagésht), tubat e mikrocentrifugés
eppendorfet (1,5ml), pjastrat pér ELISA (96-puseta), kapaké mbulues ose film ngjités, pipeta me
multikanale (multipipeta), marker permanent, tipsa pér pipeta (me madhési 0, 5.10.100.200.1000
ul), letér thithése, mbajtése e tubave té mikrocentrifugés, tuba (15 ml), mbajtése pér tubat, doreza
laboratorike, kosha laboratorike, cilindér, gese pér autoklavé.

Kiti pér ELISA, Anti-PPV-IgG antitrupi, Anti-PPV-1gG-AP-conjugate, Kontrolli pozitiv,
Kontrolli negativ, Coating buffer i pérgendruar, Wash buffer i pérgendruar, Mostrat/Extraction
buffer i pérgendruar, Substrate buffer i pérgendruar, pNPP, Tween 20 (shampon), 70% etanol,
96% ethanol, ujé té distiluar ose dejonizuar.

Pérshkrimi i metodés
Skema e testimit
Shikoni té bashkangjitur skemén 4.1.

l

Pérgatitja e mostrave

Testi ELISA
Y Y
MOSTRA — Pozitive Negative
POZITIVE
4
RT-PCR v
MOSTRA NEGATIVE
PM7/32
\ 4 |
) 4 Negative
Pozitive

MOSTRA POZITIVE

Y

Skema 4.1. Skema e testimit sipas metodés serologjike DAS ELISA
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Pérgatitja e mostrave
Béhet sipas udhézimeve (EPPO Standardet 7/125(1)
Procesi i testimit

Pérgatitet vendi i punés. Dezinfektohen sipérfaget me 70% etanol. Pérgatitet njé kuti té lagur,
duke shtruar me njé letér té lagur njé kuti plastike. Vendoset pjastra né njé kuti té lagur gjaté
inkubacionit, pér té ndihmuar né parandalimin e avullimit. Pércaktohet numri i pjatave me 96
vrima (puseta) gé duhet té pérdoret, bazuar né numrin e mostrave qgé testohen.

Coating plate - Pllaka e veshur me antitrupat primare (kapja).

Hollohet Coating IgG (antitrupin primar) né Coating buffer* me njé faktor prej 1: 1000 (ose si¢
tregohet né protokollin origjinal té kitit) d.m.th Pér té pérgatitur 10 ml me hollim 1/1000 té
holluar, shpérndahen 10 ml tampon né tub té pérshtatshém dhe pastaj shtohen 10 ul té antitrupit
IgG té pérgendruar.

Shtohet 100 ul e tretésirés né ¢cdo puseté duke pérdorur multipipetén pér numér té madh té
mostrave. Mbulohet piastra me kapak ose film ngjités dhe vendoset né kuti plastike té lagésht, té
pérgatitur si u tregua mé sipér. Inkubohet piastra né njé kuti té lagésht +37°C pér 2 oré (ose si¢
tregohet né protokollin origjinal té kitit).

Pastrimi i Pjastrés

Pasi pérfundon koha e inkubacionit, shpérlahet pjastra me Washing Buffer tri heré 3 min né
ményré mekanike me doré ose me pajisje elektronike né ményre automatike. Mbahet pllaka me
koké poshté dhe goditet fort né letra thithése té palosura pér té hequr 1éngun e tepért.

Shpérndarja e mostrave
Shtohen mostrat, kontrollet dhe tamponi si¢ tregohet né diagramin 4.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B| 2|6 10|14 |18 |22| 26|30 |34 |38 |42

+ 12 |6 (1014|1822 |26 |30 |34 38|42

+ 3|7 (111519 |23 |27 |31 |35]|39 |43

11 11511923127 |31|35|39]43

-1 4|8 (1216|2024 |28 |32|36 |40 |44

1 4|8 12|16 |20|24|28 |32 |36 |40 |44

1 (59 131721 25|29 |33|37|41]45

I & m mMm O O W X
w
\'

I @ T m O O W >»

B |5 |9 131721 |25]29|33|37|41]45

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Diagrama 4.1. Shpérndarja e mostrave
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Kontrolli negativ dhe pozitiv jané té pérgatitura né bazé té udhézimeve té kiteve duke i holluar né
4 ml ujé té distiluar pér secilin kontroll. Cdo mostér dhe secili kontroll duhet té ngarkohet né dy
vrimat (pusetat) afér njéra-tjetrés, pér té pérmirésuar saktésiné e analizés. Pipetohen 100 pl té ¢cdo
kampioni ose kontrolli té pérgatitur pér vrimat né pérputhje me vendosjen e pllakave né njé pllaké
té veshur dhe té laré. Ndérrohen tipsat ndérmjet secilés mostér/kontroll. Kontrollet dhe buferi
shtohen né fund pasi té vendosen mostrat. Mbulohet piastra me kapaké ose film ngjités dhe
vendoset né kuti plastike. Inkubohet né 2 oré né 37°C (ose si¢ tregohet né protokollin origjinal té
Kitit .

Pastrimi i pjastrés

Pasi pérfundon koha e inkubacionit, shpérlahet pjastra me Washing Buffer tri heré 3 min né
ményré mekanike me doré ose me pajisje elektronike né ményre automatike. Mbahet pjastra me
koké poshté dhe goditet fort né njé letér thithése té palosura pér té hequr Iéngun e tepért.

Aplikimi i konjugimit enzimé AP
Hollohet 1gG konjugimi w/AP né Conjugate buffer* me njé faktor 1:500 * me njé faktor prej 1:
500 (ose si¢ tregohet né protokollin origjinal té Kitit) d. m, th pér té pérgatitur 10 ml tretésiré té

konjuguar me hollim 1/500 té holluar, pérdoren 10 ml tampon konjuguar né tub té pérshtatshém
dhe pastaj shtohen 20 ul té antitrupave té pérgendruar sekondaré.

Shtohet 100 pl té tretésirés sé konjuguar né ¢do puseté duke pérdorur multipipetén pér numér té
madh té mostrave. Mbulohet piastra me kapaké ose film ngjités dhe vendoset né kuti plastike.
Inkubohet piastra né njé kuti té lagésht +4°C pér gjaté natés (ose si¢ tregohet né protokollin
origjinal té kitit).

Pastrimi i pjastrés

Pasi pérfundon koha e inkubacionit, shpérlahet pjastra me Washing Buffer tri heré 3 min né
ményré mekanike me doré ose me pajisje elektronike né ményre automatike. Mbahet pllaka me
koké poshté dhe goditet fort né njé letér thithése.

pNPP inkubacioni i substratit

Pérgatitet substrati pNPP 10-15 min para pipetimit. Nuk duhen prekur tabletat ose tretésira pNPP,
ndotésit e fosfatit nga lIékura e njeriut do té kontaminojné pNPP dhe do té zhvillojné ngjyré para
se té shtohen né pllakén e provés.

Nuk duhen pérdorur pinceta metalike pér numérimin e pNPP tabletave. Nuk duhet ekspozuar
pNPP né drité té forté. Ndricimi ose ndotja mund té shkaktojné ngjyrén e sfondit né pusetat
negative.

Pérgatitet tretésira e substratit t¢ pNPP duke e holluar njé tableté (1mg/ml) 1/10ml. Shpérndahet
njé tableté, né 10 ml tampon substrati * (ose si¢ tregohet né protokollin origjinal té kitit).

Shtohet 100 pl té tretésirés sé substratit né ¢do pus duke pérdorur mikropipetén pér numér mé té
madh té mostrave. Mbulohet pjastra me kapak ose film ngjités. Nuk ka nevojé té vendoset pllaka
né kuti me lagéshtiré né kété hap.

Inkubohet pjata né errésiré né temperaturén e dhomés pér 1 -2 oré (ose si¢ tregohet né protokollin
origjinal té kitit). Pllakat duhet t&é mbrohen nga drita e drejtpérdrejté ose intensive.
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Kit Elisa
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PACKING LIST
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Figura 4.15. Kiti i pérdorur pér testin ELISA
Leximi i pjastrés dhe interpretimi i rezultateve

Aktivizohet lexuesi (Fig. 4.16), spektrofotometri immunoplate (ELISA READER). Para se té
lexohet, fshihet pjesa e poshtme té pllakés me letér pér té hequr lagéshtirén. Maten rezultatet me
filtrin e leximit 405 nm. Duhet siguruar gé té mos keté flluska né pusetat e provés, sepse ato mund
té ndérhyjné né leximet. Nése vérehen flluska, plaset lehté flluska duke pérdorur njé tips té pastér
pipete (njé tips pér ¢do puseté). Rezultatet e leximit duhet té printohen dhe té pérfshihen né
protokollin e testimit.

Figura 4.16. Lexuesi ELISA, rezultatet pozitive

Puna pér detektimin e virusit PPV é&shté realizuar né Laboratorin e Mbrojtjes sé Biméve né
Fakultetin e Bujqgésisé dhe Mjedisit, Universiteti Bujgésor i Tiranés (Fig. 4.17).
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Plum pox virus (PPV) me DAS ELISA

Figura 4.17. Puna né laborator pér detektimin e PPV me metodén ELISA.

B. METODA MOLEKULARE
1. Ekstraktimi i Acideve Nukleinike Totale (TNA) nga indet e gjetheve té kumbullés
pér detektimin e Plum Pox Virus (PPV).

Ekstraktimi i TNA pér detektimin e PPV

Né mostrat e marra gjaté ekspeditave, krahas testit ELISA gjaté periudhés 2022 - 2023, u krye
ekstraktimi i acideve nukleinike. U ekstraktua TNA totale nga mostra t¢ kumbullés Prunus
domestica autoktone var. “Tropojane”, té marra né zonén e Pukés (Ferma e Naim Mehmeti,
Qeléz, Puké, 16 km né veri-peréndim té qytetit t¢ Pukés, né 265 m mbi nivelin e detit) né
stacionet e méposhtme:

Stacioni 1. (42°4°59” N, 19°53°21” E), Stacioni 2. (42°4°59” N, 19°53°21” E). Stacioni 3. (42°5°5”
N, 19°53°24” E), Stacioni 4. (42°5°8” N, 19°53°17” E), si edhe tek té gjitha mostrat e marra.

Ekstraktimi total i acideve nukleike realizohet sipas (Foissac et al., 2001).
Protokolli dhe puna né laborator (Fig. 4.18)

Pérgatitja e buferit grirés pér 100 ml: 47,28 g guanidine tiocianate 4M (pérgatitet vegmas né njé
ballon, né 15 ml ujé steril); 2,72 g NaOAc (0,2 M) pH = 5,2-5,5; 0,92 g EDTA 25 mM; 9,8 g
KOAc 1,0 M; rregullohet i gjithé véllimi né 100 ml me ujé té distiluar dhe steril. Sterilizimi
realizohet né autoklavé (120°C pér 20 min). Pas autoklavimit, shtohet né temperaturén e dhomés
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1,25 g PVP-40 (ose PVP-25, ose PVP-30) (Kjo nuk éshté e autoklavueshme). Pasi tretet
plotésisht, rregullohet pH né 5.6-5.8 dhe ruhet né 4°C.

Kjo tretésiré NUK éshté ende gati pér pérdorim. Zakonisht pérdoret 1 ml e kétij buferi bluarés
(GB) pér cdo mostér, né té cilin shtohet njé antioksidant (Metabisulfit Natriumi) pér njé

Grihen indet bimore té kumbullés 0,2 g skarping kortikal duke pérdorur azot té Iéngshém né
havan té sterilizuar dhe pasi homogjenizohen pluhuri né tubin 2 ml, shtohen 1-1,2 ml WS dhe
vendoset eppendorfi brenda akullit. Shtohet 100 ul NLS (Sarkosil lauril natriumi) (pérgendrimi 10
%) dhe kalohet né vortex. Inkubohet né +70°C pér 7 min (tunden eppendorf heré pas here) dhe
vendoset né akull pér 5 min. Ndérkohé, pérgatitet njé grup i ri eppendorfe, né té cilin shtohen:

* 150 pl etanol absolut
* 300 pl Nal (té ruajtura né 4°C) (pér ta pérgatitur, shih mé poshtg).
* 35 pl silicé (pér ta pérgatitur, shih mé poshté) té ruajtur né shishe té errét né 4°C.

Centrifugohen tubat e hapit “5” me 13.000 rpm pér 10 min dhe transferohen 300 pl té
supernatantit né grupin e ri té eppendforf (hapi 6) dhe rrotullohen butésisht pér 5 sek. Pérzjehen
eppendorfet pér 30 min né temperaturén e dhomés ngadalé, centrifugohen né 6.000 rpm pér 20
sek. Eliminohet supernatanti dhe shtohet né peletén (silicé + TNA) 500 ul Bufer larés (i ruajtur né
4°C) Vorteksohen, dhe mé pas centrifugohen né 6.000 rpm pér 1 min. Pérsériten larjet dy herg,
thahet peleti dhe shtohen 120 ul ujé steril dhe mé pas vortex pér 30 sek. Inkubohen né 70°C pér 4
min, Centrifugohen né 13.000 rpm pér 3 min. Rikuperohet 100 pl supernatant dhe ngarkohen 10ul
né xhel Agarose 1.2% TBE dhe kontrollohet TNA.

Pérgatitja e tretésirave:

Buferi Nal: Treten 0.75 g Na,SO3; né 40 ml ujé steril + 36 g Nal. Pérzjehet derisa té treten
plotésisht dhe ruhen né shishe té errét né 4°C (Nuk kérkohet pH).

Silicé: Né njé cilindér matés, shtohen 60 g grimca silicé (kodi SIGMA i kompanisé: SS631) né
500 ml ujé té distiluar. Lihet té géndrojé pér 24 oré né 4°C. Derdhet supernatanti i sipérm 470 ml.
Shtohen 500 ml ujé té distiluar dhe pérzjehet miré. Lihet té getésohet pér 5 oré. Derdhet 440 ml
dhe rregullohet masa e mbetur prej 60 ml né njé pH prej 2.0 me HCI (shtohet njé sasi shumé e
vogél HCI, pasi pH mund té ulet me shpejtési). Autoklavohet dhe ruhet né shishe té errét né 4°C.
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Buferi larés (WB): Pér té pérgatitur 100 ml WB: pérdoren 1ml Tris HCL 1M pH 7.5, Iml EDTA
0,5 M, 100 pl NaCl 5M, 48 ml etanol absolut, 50 ml ujé té distiluar té sterilizuar.

Testet molekulare pér PPV

Figura 4.19. Puna me Reverse Transcriptase PCR
Sinteza ADN-sé komplementare

ADN-ja komplementare (cDNA) u sintetizua pér identifikimin e viruseve. Pér pérgatitjen e
cDNA-sé, 500 ng acid nukleik total (TNA) transkriptohen né ményré té kundért rastésisht duke
pérdorur njé primer heksanukleotid, duke ndjekur udhézimet e prodhuesit (ThermoFisher
Scientific). Fillimisht, TNA denatyrohet né 94°C pér 5 min dhe mé pas ftohet né akull. Pas
denatyrimit, shtohet njé pérzierje qé pérmban 4 pl bufer 5X, 2 ul 0.1M DTT, 1 pl dNTP (10 mM)
dhe 0.5 ul enzimé M-MLYV transkriptazé e kundért. Pérzierja inkubohet né 39 °C pér 1 oré, duke
lehtésuar aktivitetin e transkriptazés sé kundért, dhe mé pas né 70 °C pér 10 minuta pér té
caktivizuar enzimén. cDNA e sintetizuar rezultuese ruhet né -20 °C deri né pérdorimin e saj.

Reaksioni i PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pér té amplifikuar njé fragment té caktuar t¢ cDNA-sé gé korrespondon me PPV pérdoret PCR
(Fig. 4.19). Pérfshin disa cikle temperaturash té ndryshme, ku enzima e DNA polimerazés
(sintetizon njé zinxhir té ri t&¢ ADN-sé) pérdoret pér té replikuar fragmentin e déshiruar t&é cDNA.

Figura 4.20. Aplikimi i mostrave né xhel dhe xheli i paré né transiluminator
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Analiza e produktit t¢ PCR: Produkti i amplifikuar i PCR analizohet pérmes elektroforezés né
xhel agarozé (Fig. 4.20), ku krahas mostrave ku verifikohet prania e PPV, vendoset mostra
kontroll pozitiv, mostra kontroll negativ dhe njé lader me numér té caktuar (té njohur) ciftesh té
bazave.

2. Testi imunokromatografik i bazuar né njé reaksion antigjen-antitrup, procedura e
ekstraktimit dhe realizimit te testit.

Testet imunokromatografike jané teste té shpejta dhe té thjeshta gé pérdoren pér té zbuluar
praniné e njé antigjeni specifik né njé mostér biologjike pérmes reaksionit me antitrupin e
pérshtatur né test. Ky lloj testi pérdoret shpesh edhe pér diagnozén e viruseve.

Procedura e ekstraktimit dhe e realizimit té Testit:

Pérgatitja e mostrés: Fillimisht, njé mostér biologjike ku pritet té jeté i pranishém antigjeni
specifik, pérgatitet dhe pérpunohet. Kjo pérfshin dilucionin e mostrés ose ndonjé tjetér hap té
nevojshém pér té siguruar qé reaksioni té jeté sa mé i sakté.

Aplikimi i mostrés: Mostra e pérpunuar aplikohet né njé zoné té caktuar té testit
imunokromatografik, gé éshté njé material absorbues, gé mundéson migrimin e mostrés népér
test.

Hapja e reagentit: Testi imunokromatografik vjen zakonisht me njé reagjent, gé pérmban
antitrupa té pérshtatura pér antigjenin specifik té cilin po kérkojmé. Ky reagjent zakonisht éshté i
aplikuar né njé tjetér zoné té testit, e cila éshté e ndaré nga zona ku aplikohet mostra.

Migrimi i1 mostrés dhe reagjentit: Pas aplikimit t& mostrés e reagjentit né pikat e ndryshme té
testit, té dy ndjekin njé rrugé té caktuar migrimi pérgjaté materialit absorbues. Mostrat e reagjenti
mund té takohen dhe té ndérveprojné nése antigjeni specifik i mostrés éshté i pranishém.

Formimi i kompleksit antigjen - antitrup: Nése antigjeni specifik éshté i pranishém né mostér,
atéheré do té formohet njé kompleks antitrup-antigjeni. Ky kompleks ndjek rrugén migruese dhe
arrin zonén e shenjés sé rezultatit.

Leximi i rezultatit: Zona e shenjés sé rezultatit éshté njé pjesé e testit, qé pérmban antitrupa té
ndara specifikisht pér antitrupin. Nése mostra ka antigjenin specifik, atéheré kompleksi antitrup-
antigjen do té lidhet me antitrupat né kété zoné dhe do té shkaktojé ndryshimin e ngjyrés ose
shfagjen e njé linje té dukshme, tregues pozitiv pér praniné e antigjenit.

Interpretimi i rezultatit: Interpretimi i rezultatit béhet pérmes vlerésimit té linjave té dukshme
né zonén e shenjés sé rezultatit. Nése linja treguese éshté e dukshme, kjo tregon njé rezultat
pozitiv pér praniné e antigjenit. Nése linja nuk shfaget, rezultati éshté negativ. Njé kontroll tjetér
mund té pérfshihet né test pér té konfirmuar se testi éshté kryer me sukses (Fig. 4.21).
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Figura 4.21. Testi imunografik

4.4. Rezultatet shkencore té projektit (2022 — 2023)

4.4.1.Paragitja e gjendjes sé studimeve dhe nivelit t¢ njohjes né momentin e fillimit té
studimit.

Né momentin e fillimit té studimit, gjendja e studimeve dhe niveli i njohjes rreth késaj teme nuk
kané gené té pashkelura, por studimet kané ndaluar pér njé kohé té gjaté dhe sidomos pér
kumbullén autoktone nuk ka pasur studime té dedikuara. Njé pasqyré e pérgjithshme e gjendjes sé
studimeve dhe njohurive éshté si vijon:

Studimet ekzistuese pér Shqipériné duke ju referuar publikimeve dhe deklarimeve né EPPO:

Situata aktuale e démtuesve e vlerésuar nga EPPO né bazé té informacionit té datés 2015: E
pranishme, e pérhapur Regjistruar pér heré té paré né: 1971 Nga harta e sémundjes CABI 392
(2007): E pranishme, e pérhapur.

Komentet: Shérbimi i Raportimit EPPO (1994/142): i pérhapur né zona té€ médha té Shqipérisé
me kumbulla, i rrallé né kajsi dhe mungon né pjeshké. Shérbimi i Raportimit EPPO (2007/124):
shtamet D, M dhe Rec. Shérbimi i Raportimit t¢ EPPO (2016/143): raportohet gjithashtu PPV-T.
Ka njé séré publikimesh, té cituara né nénkapitullin 4.2.4.

4.4.2. Interpretimi i rezultateve dhe vlerésimi i saktésisé pér testin ELISA
Leximi i pjastrés dhe interpretimi i rezultateve

Aktivizohet lexuesi i spektrofotometrit immunoplate (ELISA READER) (Fig. 4.16). U matén
rezultatet me filtrin e leximit 405 nm. Rezultatet printohen dhe pérfshihen né protokollin e
testimit.

Testi ELISA konsiderohet negativ, nése mesatarja e densitetit optik pér té dy mostrat dublikate
éshté me pak se 0.1 ose éshté mé e vogél se < 2 x O.D (densitetin optik) té asaj né kontrollin
negativ té ekstrakteve té shéndetésuara té biméve.

Testi ELISA konsiderohet pozitiv, nése mesatarja e densitetit optik O.D pér té dy mostrat
dublikate éshté mé e madhe > 2 x O.D (densitetin optik) té asaj né kontrollin negativ té
ekstrakteve té shéndetésuara té biméve.
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Né raste kritike, testi duhet té pérséritet, kur pusetat ndryshojné mé shumé se 50% vleré té O.D
(densiteti optik), né raste kritike kur mostrat japin njé reagim afér pragut p.sh 2 x O.D (densiteti
optik) té asaj né kontrollin negativ té ekstrakteve té shéndetésuara té biméve ose kur efektet e
matricés nuk mund té pérjashtohen.

Kontrollet negative dhe pusetat e kontrollit me bufera duhet té jené pa ngjyré. Nése ngjyra
zhvillohet, testi éshté i pavlefshém dhe té gjitha mostrat e pllakés duhet té ritestohen.

Vlerésimi i vértetésisé sé rezultateve béhet duke béré dy pérséritje pér cdo mostér, duke pérdorur
kontrollin negativ dhe kontrollin pozitiv.

Gjithashtu, rekomandohet gé té gjitha rezultatet t& konfirmohen me teknika gé kané nivele té
detektimit mé té larta né pérgendrime mé té uléta, si p. sh. me ané té PCR.

Shpérndarja e mostrave: Né rastin toné, shtohen mostrat, kontrollet dhe tamponi si¢ tregohet né
diagramén 4.1 dhe shfaqget pamja si né Fig. 4.22.

A A
B B
C C
D D
E E
F F
G - G
H - H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Figura 4.22. Shpérndarja e mostrave né pjastrén ELISA
Interpretimi i rezultateve: Cdo mostér éshté pérgatitur me dy pérséritje.

Kutité me ngjyré gri jané kutité, ku nuk jané hedhur mostra.

Kutité qé kané rezultuar mostra pozitive

Kutité né té cilat éshté hedhur kontrolli pozitiv i kitit

- Kutité né té cilat éshté hedhur kontrolli negativ i kitit
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Matja e pérgendrimit dhe e pastértisé s&€ TNA u krye né spektrofotometér VWR UV-VIS -
1600PC. Nga matjet rezultoi se: vlerat e pérgendrimit t&¢ ADN jané 40-80 ng/ul dhe se shkalla e
pastértisé, pra ndarja nga proteinat éshté brenda intervalit té lejuar: (Raporti i A260/A280 = 1.7—
2.0).

Rezultate té mostrave té bimézave in vitro me metodén Imunotest Bioreba & ELISA (2023).
Bimét in vitro té shéndetésuara (Fig. 4.23) kané rezultuar negative pér PPV.

Figura 4.23. Biméza in vitro té shéndetésuara né Laboratorin e Kulturave Indore té Departamentit
té Bioteknologjisé, FSHN, UT

4.4.3. Rezultatet e analizave in situ me AGRISTRIP (2023)

Né figurat mé poshté (Fig. 4.24 dhe 4.25) jepet zhvillimi i testit imunostrip nga Agristrip pér té
detektuar direkt né pak minuta praniné e virusit PPV.

Figura 4.24. Rezultatet e testit imunostrip (Agristrip)

Mostrat jané marré né Durrés n€ bimén kumbull var. “Tropojane”, né nénshartesén “Mirabolano”,
si edhe kajsité prané biméve té infektuara:

1) 1 Kumbull var. “Tropojane” - Ka rezultuar pozitive me PPV

2) 1/1- Filizin/ né nénshartesén (Mirabolano) rezulton pozitive me PPV (e njéjta bimé)
3) 2 - Kumbull var. “Tropojane” (né aférsi) rezulton pozitive me PPV

4) 3 - Kajsi prané rezulton pozitive me PPV
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5) 4 - Kumbull pas kajsisé rezulton negative

Mostra me viruse kumbull var. “Tropojane” (Paskugan)
——

Figura 4.25. Té gjashta mostrat kané rezultuar pozitive.
4.4.4. Rezultatet e analizave molekulare

Matja e pérgendrimit dhe e pastértisé s€ TNA u krye né spektrofotometér VWR UV-VIS -
1600PC.

Nga matjet rezultoi se: vlerat e pérgendrimit t&¢ ADN jané 40-80 ng/ul dhe se shkalla e pastértisé,

pra ndarja nga proteinat éshté brenda intervalit té lejuar: (Raporti i A260/A280 = 1.7-2.0) (Fig.
4.26; 4;27; 4.28 dhe 4.29).

Qra™y

Figura 4.26. Matja e pérgendrimit dhe pastértisé s¢ TNA me spektofotometer
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Figura 4.27. Puna me studentét e Masterit Shkencor “Mjekési Bimore” né Laboratorin e Mbrojtjes sé
Biméve, UBT edhe né Njésiné e Kérkimit Shkencor "Bioteknologji & Gjenetiké", Akademia e Shkencave.

Master mix
10x Taq buffer § ul

5xQ Solution

PPV duke perdorur primers P1/P2
Protokoll EPPO 7/32

Nr. i cikleve Koha

10 ul

dNTPs (10mM) 1 ul
Primer p1(25mM) 2 ul
Primer p2(25mM) 2 ul

Taq

0.25ul

H20 26.75 ul

cDNA
Total voliume

3 ul

50 ul

Temperatura, °C
45 min* 42
2 min 92
30 sec 92
30 sec 60
1 min 72
10 min 72
Hold 4

Figura 4.28. Pérgatitja e Mix PCR dhe Xhel elektroforeza.

Primer set 1

Primer set 2

Figura 4.29. Amplifikimi i PPV dhe xheli
Pasqyra 4.3. Pérmbledhése e rezultateve té analizave té virusit t& Sharkés PPV (2022 — 2023)

M N P1

P2 1

2 3

Vendi i Mostrimit | FAST TEST ELISA Reverse transcriptase Shénime
PCR

Puké Negative Negative Negative Jané marré 4 mostra

Tropojé Negative Negative Negative Jané marré 4 mostra

Kukés Negative Negative Negative Jané marré 4 mostra

Has Negative Negative Negative Jané marré 4 mostra

Kumbull Jané marré 5 mostra,
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Vendi i Mostrimit | FAST TEST ELISA Reverse transcriptase Shénime
PCR

“Tropojane” Durrés Pozitive Pozitive Pozitive kumbull, nénshartesg,
(Origjina Tropojé) kajsi. Vetém njé mostér

kumbulle éshté negative.
Kumbull
“Tropojane” Negative Negative Negative Jané marré 4 mostra.
Kaméz  (Origjina
Tropojé)
Kumbull
“Tropojane” Pozitive Pozitive Pozitive Jané marré 6 mostra.
Paskugan (Origjina
Kukés)
Bimé in vitro té Negative Negative Fast Test prej sasisé sé
shéndetésuara vogél té bimézave

4.5. Rezultate shkencore (2024))

Pérfundimi 1 réndésishém i kérkimit gjaté viteve 2022-2023 konsiston né faktin se drurét e
kumbullés var. “Tropojane” né habitatet e tyre pothuajse jané té paprekura nga PPV, vecanérisht
né rastet, ku jané larg zonave té banuara. Por né rastet kur kumbullat kané ndryshuar habitat si p.
sh. né Durrés, Tirané, etj., prania e PPV éshté rreth 35% e mostrave dhe nga viti né vit ka rritje
nga 0 — 50% dhe nga 50 — 90%.

Pér kété arsye, grupi i kérkuesve né Rrjet i projektit t€ Akademisé s¢ Shkencave “VITROCERT”
vijoi né vitin 2024 me kérkimin mbi gjendjen fitosanitare dhe gjenetike té druréve té var.
“Tropojane” né koleksionin gjenetik né Fermén Didaktike Eksperimentale (FDE) né Valias, bazé
eksperimentale e Universitetit Bujgésor té Tiranés me 71 forma dhe varietete autoktone té
kumbullés. Megenése koleksionet gjenetike kérkojné ruajtjen e gjermoplazmés sé peméve, detyré
parésore éshté testimi dhe certifikimi i tyre. Gjithashtu, ka vazhduar testimi gjenetik dhe
fitosanitar i fidanéve t€ kumbullés var. “Tropojane” qé ruhen né repozitorin e QTTB, Vloré me
origjiné nga bimézat in vitro té shéndetésuara, té fituara gjaté vitit 2023.

4.5.1. Rezultatet me Agdia ImmunoStrip dhe ELISA

Jané analizuar me Agdia Immunostrip test pesé mostra: tre nga kumbulla var. Tropojane né
Fermén Didaktike Eksperimentale (FDE) dhe dy nga kumbulla var. Vlonjate né Qendrén e
Transferimit té Teknologjive Bujgésore (QTTB) né Vloré, pas aklimatizimit né Repozitor (Screen
House). Té gjitha testimet rezultuan negative, gé tregon mungesén e PPV né kéto mostra.

Gjithashtu pér ndjeshméri mé té larté, mostrat u testuan edhe me testin ELISA pér bimét e
aklimatizuara.

Procesi i Testimit dhe Procedurat

Testi ImmunoStrip éshté njé metodé e shpejté dhe praktike pér kontrollin e biméve pér praniné e
PPV, e projektuar pér zbulimin e té gjitha izolimeve té njohura té kétij virusi. Ky test nuk kérkon
pajisje laboratorike té specializuara dhe ofron rezultate brenda 30 min, duke e béré té
pérshtatshém pér pérdorim edhe né terren.

Hapat kryesoré té analizés pérfshijné:
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Pérgatitja e mostrés: Njé mostér indesh asimptomatike/simptomatike nga gjethet u vendos né
gesen e ekstraktimit t¢ kompanisé Agdia/Bioreba, e cila pérmban njé tampon gé ndihmon né
nxjerrjen e materialit t& nevojshém pér analizé (Fig. 4.30). Kjo siguron njé hollim té duhur té
mostrés dhe homogjenizim optimal pér zbulimin e virusit.

e pérafért

Figura 1 Figura 2

Figura 3
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Figura 4.30. Pérgatitja e mostrés

Aplikimi i ImmunoStrip: ImmunoStrip zhytet né ekstraktin e mostrés, duke shmangur kontaktin
me flluska ajri ose shkumé. Stripi lihet pér 20 min dhe rezultatet pozitive shfagen edhe brenda 5
min, né varési té pérgendrimit té virusit (Fig. 4.31).
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Figura 4.30. Aplikimi i Immunostrip

Positive Results Negative Results  Invalid Result:
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Figura 4.32. Verifikimi i rezultateve

Interpretimi i rezultateve: Linja e kontrollit gé shfaget né strip tregon vlefshmériné e testit.
Linja rozé/vjollcé e pranishme prané linjés sé kontrollit do té tregonte njé rezultat pozitiv, por né
kété rast, té gjitha mostrat treguan vetém vijén e kontrollit, gé tregon njé rezultat negativ pér

praniné e PPV (Fig. 4.32).

Gjithashtu pér ndjeshmeri mé té larté mostrat u testuan edhe me testin ELISA pér bimét e

aklimatizuara (Fig. 4.33).
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Figura 4.33. Ngarkimi i Pjastres dhe rezultati i Analizave
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Si pérfundim, rezultatet negative té marra nga mostrat e testuara gjaté vitit 2024 tregojné se
varietetet e kumbullave autoktone “Tropojane” dhe “Vlonjate”, té ruajtura né koleksionet
gjenetike né FDE, UBT dhe né QTTB, Vloré, nuk jané té infektuara nga virusi i sharkés sé
kumbullés (Plum pox virus, PPV).

Mostrat e aklimatizuara pas procesit té shéndetésimit gjithashtu rezultuan negative. Kjo
konfirmon se materialet fillimisht té infektuara, pas procedurave té shéndetésimit dhe
aklimatizimit, jané¢ “PPV-free”, pra té pastra dhe t€ pérshtatshme pér hapat e métejshém té
shumimit dhe certifikimit.

Testi pér PPV me ImmunoStrip® (Agdia) ka rezultuar njé metodé efektive pér zbulim té shpejté
dhe té besueshém té infeksioneve virale né frutat bérthamore.

Konfirmimi i rezultatit “pa virus” me ELISA e forcon vlefshmériné e analizés dhe tregon
efikasitetin e metodés sé pérdorur pér kété géllim.

PERFUNDIME TE KAPITULLIT 4

Implementi i metodave kryesore té identifikimit: Eshté e njohur gé metodat e
identifikimit té viruseve pér shkak té pranisé sé tyre né floemé, jané nga mé té avancuarat
té fushave té serologjisé, imunologjisé dhe biologjisé molekulare. PPV éshté virus me
RNA dhe pér té béré PCR duhet realizuar mé paré transkriptimi revers kalimi i RNA né
cDNA,;

e Identifikimi i pranisé sé PPV: Studimi ka synuar té identifikojé praniné e Plum Pox
Virus né€ fidanét e kumbullés autoktone var. “Tropojane”. Sipas analizave dhe nga
monitorimet e kryera né vend, drurét ¢ kumbullés var. “Tropojane” né habitatet e tyre
pothuajse jané té paprekura nga PPV, vecanérisht né rastet, ku jané larg zonave té banuara.
Né rastet kur kumbullat kané ndryshuar habitat si p. sh. né Durrés, Tirané, etj., prania e
PPV éshté rreth 35% e mostrave dhe nga viti né vit ka rritje nga 0 — 50% dhe nga 50 —
90%;

e Rezultatet negative té marra nga mostrat e testuara tregojné se varietete kumbullash
“Tropojane” dhe “Vlonjate”, t&¢ mbajtura né FDE dhe né QTTB Vloré, nuk jané té
infektuara nga virusi i sharkés sé kumbullés (Plum pox virus, PPV).

e Mostrat e aklimatizuara pas procesit té shéndetésimit gjithashtu rezultuan negative. Kjo
konfirmon se materialet fillimisht té infektuara, pas procedurave té shéndetésimit dhe
aklimatizimit, jané béré “PPV-free”, pra té pastra dhe té pérshtatshme pér hapat e
métejshém té shumimit dhe certifikimit.

e Testi pér PPV me ImmunoStrip® (Agdia) ka rezultuar njé metodé efektive pér zbulim té
shpejté dhe té besueshém té infeksioneve virale né frutat bérthamore.

e Konfirmimi i rezultatit “pa virus” me ELISA e forcon vlefshmériné e analizés dhe tregon
efikasitetin e metodés sé pérdorur pér kété géllim.

e Njé nga arritjet kryesore me vleré shkencore e kétij studimi éshté implementimi i pjesés

kérkimore — shkencore té skemés sé certifikimit né institucionet kérkimore Shgiptare, ku

pérfshihen edhe analizat me metodat mé té avancuara té pranisé sé virusit té Sharkés

(PPV);
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5. PJESEMARRJE NE PROJEKT E STUDENTEVE NE DOKTORATURE DHE
MASTER

e Doktoratura MSci. Brunilda Cuko: Automatizimi i procesit t¢ mikroshumimit té disa
specieve frutore népérmjet pérdorimit té bioreaktoréve SETIS dhe Plantform (Udhéheqgése
Prof. Dr. Valbona Sota, Departamenti i Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore,
Universiteti i Tiranés)

e Doktoratura MSci. Yllka Lala: Pérdorimi i metodave bioteknologjike in vitro pér té fituar
material mbjellés t€ kategorisé “bazé” me qéllim konservimin afatmesém dhe afatgjaté té
gjermoplazmés sé disa specieve frutore autoktone (Udhéhegése Prof. Dr. Valbona Sota,
Departamenti i Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés).

e Master Studente Antonela Kryemadhi, Master Shkencor “Rigjenerimi in vitro dhe kultura
e meristemés me qéllim shéndetésimin e kultivarit autokton té kumbullés (Prunus
domestica L. cv. “Tropojane” Uudhéhegése shkencore Prof. Dr. Valbona Sota,
Departamenti i Bioteknologjisé, FSHN, UT)

Né Masterin Shkencor, Dega Mijekési Bimore né Departamentin e Mbrojtjes sé Biméve,
Fakulteti 1 Bujgésisé dhe Mjedisit né Universitetin Bujgésor té Tiranés kané zhvilluar detyrat e
kursit né 1éndén “Kérkimi shkencor dhe Analiza Instrumentale” studentét e poshté shénuar me
fazat e vecanta né udhéhegje té Prof. Dr. Magdalena Cara:

1. Fjodor Kullahu “Ekstraktimi i acideve nukleike totale”

2. Alkida Salliu “Reverse Transkriptaza: pérgatitja e CADN-s&”
3. Rajmonda Ajdini “Reaksioni zinxhir i polimerazés”

4. Kiristi Oshafi “Gel elektroforez€”

6. BOTIMET NE REVISTA SHKENCORE TE VENDIT DHE TE HUAJA,
MONOGRAFI
Sota V., Kongjika E., Gashi, B. 2023. “Bioteknologji Bimore: metodologji dhe protokolle in vitro”.
ISBN: 9789928339997. 330 fq. Shtépia botuese “Akademia e Shkencave”, Tirané, 2023

Botimi shkencor (Fig. 6.1) prej 330 fagesh, i botuar né 330 kopje i shérben studentéve
universitaré dhe pasuniversitaré, si dhe kérkuesve té fushés sé bioteknologjisé bimore,
specialistéve té frutikulturés dhe mé gjeré.

1

AAAT T L AR
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Figura 6.1. Kopertinat e botimi shkencor «Bioteknologji bimore: Metodologji dhe Protokolle in vitro ™
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Collaborators from Albania and Kosovo

o > N

Department of Biotechnology, Faculty of Natural Sciences, University of Tirana.
Flora and Fauna Research Center, Faculty of Natural Sciences, University of Tirana.
Institute of Genetics Resources, Agriculture University of Tirana.

Agricultural Technology Transfer Center, Vlora.

Faculty of Natural Sciences and Mathematics, the University “Hasan Prishtina”, Pristina,
Kosovo.

Foreign collaborators (guest speakers)

Prof. Maurizio Lambardi e Carla Benelli, Institute of Bioeconomy, CNR, Florence, Italy

Dr. Eleni Maloupa, Institute of Plant Breeding and Genetic Resources of HAO-
DEMETER, Greece

Dr. Katerina Grigoriadou, Institute of Plant Breeding and Genetic Resources of HAO-
DEMETER, Greece

Prof. Sonja Gadzovska Simig, Department of Plant Physiology, Institute of Biology,
Faculty of Natural Sciences and Mathematics, ’Ss. Cyril and Methodius® University,
North Macedonia

Prof. Yildiz Kacar, Horticulture Department, Agriculture Faculty, Cukurova University,
TUBITAK, Turkey

Prof. Shawky Bekheet, Department of Plant Biotechnology, National Research Centre, El
Bohouth St., Dokki, Giza, Egypt

Prof. Dr. Lilyana Nacheva, Biotechnological Unit, Fruit Growing Institute - Plovdiv,
Agricultural Academy, Bulgaria

Assoc. Prof. Bekim Gashi, Department of Biology, Faculty of Natural Sciences and
Mathematics, University of Pristina, Republic of Kosovo.

Organizing Committee

Acad. Efigjeni Kongjika, Biotechnology & Genetics Research Center, Academy of
Sciences

Acad. Ilia Mikerezi, Biotechnology & Genetics Research Center, Academy of Sciences

Acad. Neki Frashéri, Section of Technical and Natural Sciences, Academy of Sciences

Prof. Asoc. Valbona Sota, Biotechnology Department, Faculty of Natural Sciences,
University of Tirana

Dr. Elektra Papakosta, Agricultural Technology Transfer Center, Ministry of Agriculture
and Rural Development

Participants

1.

Faculty of Natural Sciences, University of Tirana
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N o g b~ w

Agricultural Technology Transfer Center, Ministry of Agriculture and Rural
Development

Agricultural University of Tirana

Ministry of Agriculture and Rural Development

The Council of the Albanian Agri-business

Private nurseries for autochthonous fruit trees plant production

Representatives of NASRI (National Agency of Scientific Research and Information)

The purpose of the activity

To exchange the most positive experiences in the field of in vitro culture research between
Albanian researchers and prominent foreign researchers; to encourage the start of the
establishment of a Balkan and Mediterranean Network for the qualification of scientific staff to
scientific projects for the establishment of joint in vitro gene banks and for the use of innovative
methods to help preserve and utilize autochthonous plant genetic resources.

Objectives

To discuss the provision of synergies between scientific development in plant
biotechnology and national economic development programs, environment, etc.;

To present infrastructural opportunities in Albania, where a key topic will be the
presentation of the new infrastructure of Plant Cell and Tissue Culture Laboratory,
Department of Biotechnology, Faculty of Natural Sciences, Tirana University, funded by
NASRI.

To encourage the implementation of the Biotechnology & Genetics Research Center,
Albanian Academy of Sciences project for establishing the Cryobank, the first in Albania
for the conservation of genetic material of autochthonous fruit tree species, as an
"Albanological” task and part of the national culture for the traditional agriculture, but also
the perspective development of biological and eco-tourist orchards in mountainous and
hilly areas;

To further develop the functioning of the already established Network of several Albanian
scientific institutions for the creation of consortia in the country for participating in
international projects, as well as to include modern methods of biotechnology and
molecular biology for the production of certified seedlings and conservation of
autochthonous fruit trees germplasm;

To compare the achievements and challenges so far with those of research groups in
scientific institutions and universities of the Balkan countries (Greece, Northern
Macedonia, Bulgaria, Kosovo, Turkey) and the Mediterranean (Italy, Egypt) for the
conservation and use of autochthonous plant genetic resources by biotechnological
methods;

To discuss the intention of the work to start the establishment of a Balkan and
Mediterranean Network for active scientific cooperation to coordinate scientific research
in the country with international development for the carrying of the joint projects for the
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use of plant biotechnology techniques in the conservation and utilization of autochthonous
plant genetic resources using financial support, coming from:

1. Scientific Cooperation Agreements of the Albanian Academy of Sciences with the
Academy of Sciences of other countries, such as Kosovo, Bulgaria, North Macedonia,
Turkey;

2. Scientific Cooperation Agreements and Bilateral projects between Albania — Italy (CNR),
Albania — Greece, Albania — Turkey (TUBITAK), etc.

3. Exchange programs of scientific staff (TEMPUS, ERASMUS, etc.); support in this area
will ensure that staff are kept updated with scientific developments and will act as a
catalyst for the development of joint research projects.

4. European Union programs involving the collaboration of excellent research institutions
with low-performance partners to establish or improve centers of excellence in Eastern
and Central European countries.

5. Partnership projects, given the financial constraints faced by many research and training
establishments in some countries, it might be possible, with the appropriate support, to
encourage research and training projects that link less well-endowed institutions with
better endowed ones outside the immediate areas. In this way costs could be shared.

PROGRAM OF “INFORMATION DAY”
8:30-9:00 Registration of participants
9:00-9:20 Greetings from representatives of the Academy
SESSION |
Plant biotechnology developments in Albania for the use of autochthonous floristic assets
Session moderators will be the researchers who will be present in person at the event.

The first Session will present the experimental results of Albanian researchers from Albania.
Initially, a presentation of 30 years of research experience in the field of plant biotechnology in
Albania will be given, so that foreign invited speakers can get acquainted with the level of work
in our country. This is served by a presentation on the use of innovations in biotechnology for
autochthonous plant genetic resources. The need for cooperation in a Balkan and Mediterranean
Network for future developments will also be emphasized.

Moderators: Efigjeni Kongjika, Alfred Mullaj

9:20-9:50  “30 years of research experience in the field of plant biotechnology in Albania,
the need for a Balkan and Mediterranean Network for future development”

Efigjeni Kongjika, Valbona Sota, Elektra Papakosta, Bekim Gashi
9:50 - 10:05 ™On wild relatives of cultivated native plants to Albania™
Alfred Mullaj, Marjol Meco, Oresta Saliaj

10:05 — 10:20 “Genetic resources of native fruit tree species in genetic collections in
Albania”
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Frida Carka, Adhurim Lazaj

10:20 — 10:40 “Innovative techniques of tissue cultures in the use of genetic resources of
native species in Albania”

Valbona Sota, Efigjeni Kongjika

10:40 — 10:55 Micropropagation of some autochthonous fruit trees species and grapevine by
conventional in vitro techniques.

Elektra Papakosta
SESSION 11

In the second Session, distinguished foreign researchers will present their experiences in
conserving and exploiting native, endemic, rare and endangered plant species.

Preservation and utilization of plant biodiversity through in vitro culture
Moderators: Valbona Sota, Bekim Gashi
11:20 — 11:40 "Cryobanking: a tool for the conservation of ancient fruit biodiversity"
Maurizio Lambardi (Italy)

11:40 — 12:00 “Modern Approaches in In vitro Clonal Banana Micropropagation: Next
Generation Tissue Culture Systems”

Yildiz Kacar (Turkey)

12:00 — 12:20 ""Biotechnological approaches for conservation of local fruit species and their
use in breeding programs in Bulgaria™.

Lilyana Nacheva (Bulgaria)

12:20 — 12:40 “Abies nebrodensis, a relict conifer of Sicily: biotechnological approaches for
the safeguard of the species”

Carla Benelli (Italy)

12:40 — 13:00 “An integrated approach study for in vitro conservation and ecophysiological
adaptation of rare and threatened plants from Gesneriaceae family in Balkan
Peninsula”

Bekim Gashi (Kosovo), Valbona Sota, Efigjeni Kongjika
SESSION 11

Conservation and exploitation of medicinal plant species by innovative techniques of in vitro
culture

The third Session will focus on utilization of medicinal plants through innovative biotechnology
methods (bioreactors, transgenesis and in vitro culture).

Moderators: Sonja Gadzovska Simic¢, Katerina Grigoriadou, Shawky Bekheet

13:40 — 14:00 ""Role of biotechnology in the conservation of rare and endangered medicinal
plants in Egypt"

Shawky Bekheet (Egypt)
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14:00 — 14:20 “Conservation, evaluation and sustainable exploitation of Mediterranean
medicinal/ aromatic plants: development and optimization of in vitro culture
methods in bioreactors to produce plant material for extracts used in food
supplements and cosmetics”.

Katerina Grigoriadou, Virginia Sarropoulou, Eleni Maloupa (Greece)

14:20 — 14:40 “Elicitation and genetic transformation as useful strategies for production of
secondary metabolites from Hypericum perforatum L."

Sonja Gadzovska Simi¢ (North Macedonia)
14:40 — 15:10 DISCUSSIONS AND CONCLUSIONS

From the discussions between Albanian and foreign researchers will come important conclusions
about the possibility of joint projects in the Network that is thought to be realized between
scientific institutions of different countries.

Participants approve an "Information Day" Statement.
STATEMENT OF YINFORMATION DAY”

"BIOTECHNOLOGY IN THE SERVICE OF THE USE OF AUTOCHTHONOUS PLANT
GENETIC RESOURCES"

“THE NEED FOR A BALKAN AND MEDITERRANEAN NETWORK FOR FUTURE
PLANT BIOTECHNOLOGY DEVELOPMENT”

9 September 2022, Aleks Buda Hall, Academy of Sciences, Tirana

Albania, as a country with socio-economic problems, with late development of scientific research
and a difficult transition with wrong political reforms in science, has made progress in recent
years as a result of opening up to the outside scientific world. The efforts of the Academy of
Sciences to realize valuable projects for the economy and the environment are yielding results in
the coordination of research in some scientific networks in the country. One of the newly
organized networks is the National Plant Biotechnology Network.

In our conditions, the need to exchange the most positive experiences in the field of in vitro
culture research between Albanian researchers and prominent foreign researchers is felt; to
encourage the start of the establishment of a Balkan and Mediterranean Network for the
qualification of scientific staff to projects for the establishment of joint in vitro gene banks and for
the use of innovative methods to help preserve and utilize autochthonous plant genetic resources.

Recommendations for the implementation of projects in the country:

= To discuss the provision of synergies between scientific development in plant biotechnology
and national economic development programs, environment, etc.;

= To update the Database on laboratory infrastructure, research staff, projects, training and
specializations, scientific conferences, and scientific publications of different specialized
research groups;

= To encourage the implementation of the Biotechnology & Genetics Research Center, the
Albanian Academy of Sciences project for establishing the Cryobank, the first in Albania for
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the conservation of genetic material of autochthonous fruit tree species, as an
"Albanological™ task and part of the national culture for the traditional agriculture;

To further develop the functioning of the already established Network of several Albanian
scientific institutions for the creation of consortia in the country for participating in
international projects, as well as to include modern methods of biotechnology and molecular
biology for the production of certified seedlings and conservation of autochthonous fruit trees
germplasm.

With the strengthening of the laboratory infrastructure, it becomes possible to set up the
laboratory of cell suspension cultures for elicitation, genetic transformation, and the use of
bioreactors as a valid strategy for the production of secondary metabolites from Albanian
aromatic-medicinal plants, important products for the pharmaceutical industry, cosmetics,
food industry.

Recommendations for the inclusion of the National Plant Biotechnology Network in the
implementation of projects in the Balkan and Mediterranean areas:

To compare the achievements and challenges so far with those of research groups in scientific
institutions and universities of the Balkan countries (Greece, Northern Macedonia, Bulgaria,
Kosovo, Turkey) and the Mediterranean (ltaly, Egypt) for the conservation and use of
autochthonous plant genetic resources by innovative biotechnological methods;

To discuss the intention of the work for starting the establishment of a Balkan and
Mediterranean Network for active scientific cooperation to coordinate scientific research in
the country with international development for the carrying of the joint projects for the use of
plant biotechnology techniques in the conservation and utilization of autochthonous plant
genetic resources.

Recommendations for some potential objectives of the proposed Network:

Assistance to our scientific institutions of the less developed country in the region as these
research groups strive to establish or strengthen the existing potentials in the area of Plant
biotechnologies, as a prerequisite for a much better connection with the rest of Europe;

Personnel education, and exchange of scientific personnel in the process of idea, know-how,
and technology transfer for joint projects, aiming for maximum utilization of existing
potentials;

Selection of Balkan and Mediterranean plant species (fruit trees, aromatic-medicinal,
threatened with extinction species) of common interest and the species in the cross border
area - object of joint projects in the Network;

Protect Albanian and Balkan Flora from illegal collection and use biotechnology for its
sustainable exploitation

Continuous flow of ideas, information, and consulting on data and methodology of the efforts
made in the field conservation, on gene bank capacities of the shared plant species in the
concerned countries;

Revealing the status of concerned countries from signing on Intellectual Property Rights
agreements such as TRIPS (Trade-Related Aspects of Intellectual Property Rights).
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Today's opportunity for using financial support comes from:

1.

Scientific Cooperation Agreements of the Albanian Academy of Sciences with the Academy
of Sciences of other countries, such as Kosovo, Bulgaria, North Macedonia, and Turkey;

Scientific Cooperation Agreements and Bilateral projects between Albania — Italy (CNR),
Albania — Greece, Albania — Turkey (TUBITAK), etc.

Exchange programs of scientific staff (TEMPUS, ERASMUS, etc.); support in this area will
ensure that staff are kept updated with scientific developments and will act as a catalyst for
the development of joint research projects.

European Union programs involving the collaboration of excellent research institutions with
low-performance partners to establish or improve centers of excellence in Eastern and Central
European countries.

Partnership projects, given the financial constraints faced by many research and training
establishments in some countries, it might be possible, with the appropriate support, to
encourage research and training projects that link less well-endowed institutions with better-
endowed ones outside the immediate areas. In this way, costs could be shared.

Expected benefits of research in the Balkan and Mediterranean Network for our scientific
institutions:

Improving the standards of research and methodology in the field of plant biotechnology in
order to enable joining our Network with other Networks, including perhaps the European
Plant Biotechnology Network (EPBN);

Creating opportunities in the future for cooperation with the regional and international plant
gene banks;

Creating conditions that would foster the professional development of young researchers and
reduce the ‘brain drain’;

Establishing connections with industry with the aim of applying the research to improve
production (or other) process efficiency and contribute to the economic development level of
the country;

The well-functioning network will create conditions for open communication and an
essentially scientifically borderless region.

Pérpara aktivitetit u shpérnda Libri i Abstrakteve, i pérgatitur nga té gjithé referuesit shqiptaré dhe
té huaj né “Ditén Informative”, qé paragitet mé poshté:
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Information Day:

"BIOTECHNOLOGY IN THE SERVICE OF THE
USE OF AUTOCHTHONOUS PLANT GENETIC

RESOURCES"
BOOK OF ABSTRACTS
In collaboration with:
T o1 Ty SFEE,
(O (K oppan?)
SRUN £ £ > E
t':uniL\rumE5 S aKKSH
September 9, 2022

Academy of Sciences of Albania

Figura 7.1. Kopertina e librit té abstrakteve té aktivitetit

Figura 7.2. Foto nga aktiviteti
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7.2. WORKSHOPI “GJENDJA AKTUALE DHE SFIDAT E INTEGRIMIT NE BE PER
CERTIFIKIMIN E FIDANEVE TE DRUFRUTOREVE NE SHQIPERI”

Informacion pér organizimin e Workshopit

Workshopi “Gjendja aktuale dhe sfidat e integrimit né BE pér certifikimin e fidanéve té
drufrutoréve né Shqipéri”, i organizuar mé 26 qershor 2023 né sallén “Aleks Buda” né
Akademiné e Shkencave u realizua né kuadér té parashikimit né projektin aktual té financuar nga
AKKSHI, nga projekti VITROCERT i Akademisé sé Shkencave, si dhe té veprimtarive té
Seksionit té Shkencave Natyrore dhe Teknike dhe té Qendrés Kérkimore “Bioteknologji &
Gjenetiké” t¢ Akademisé sé Shkencave. Kjo veprimtari u organizua né bashképunim me t& gjithé
anétarét e projektit nga Universiteti i Tiranés, Universiteti Bujgésor i Tiranés, Qendra e
Transferimit té Teknologjive Bujqésore, Vloré dhe bizneset private “AGRO-KORANI” dhe
“RABETA”.

Qéllimi i Workshopit éshté paragitja e objektivit té projektit né Rrjet pér pérgatitjen e fazés
shkencore gé i paraprin skemés sé certifikimit, implementimi i sé cilés do té garantojé rritjen e
cilésisé sé produkteve té fidanishteve, duke iu siguruar bimé té sigurta nga ana shéndetésore dhe
gjenetike. Projekti po realizohet né rrjet té institucioneve shkencoreve dhe atyre té huaj pér té
realizuar pér heré té paré né vend pjesén shkencore té procesit té certifikimit pér fidanét e druréve
frutore autoktone me réndési kombétare pér ekonominég, si dhe kérkesé ligjore e tregut Evropian,
tani kur Shqipéria ndodhet né procesin e anétarésimit né BE.

Veprimtaria u pérshéndet nga akademik prof. dr. Skénder Gjinushi, kryetar i Akademisé sé
Shkencave, i cili vuri né dukje nevojén pér teknologji té reja dhe inovatore né té gjithé sektorét e
ekonomisé dhe té biznesit, vecanérisht né kushtet e aktuale té Shqipérisé, kur éshté prioritet
siguria ushgimore dhe agroturizmi. Krijimi i Rrjeteve dhe ngritja e Qendrave elitare prané
Akademisé jané mjet pér té gené té afté pér koordinimin e kérkimit shkencor dhe konkurrues me
vendet mé té zhvilluara té rajonit. Gjithashtu pérshéndetén prof. dr. Erinda Lika, zv. rektore e
Universitetit Bujgésor té Tiranés dhe prof. dr. Spiro Drushku, dekan i Fakultetit t¢ Shkencave té
Natyrés né Universitetin e Tiranés, té cilét theksuan bashképunimin e frytshém midis Akademisé
sé Shkencave dhe universiteteve, gé reflektohet né rezultatet e projekteve né Rrjet.

Té pranishém né auditor ishin specialisté nga Ministria e Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural, Enti
Shtetéror i Farave dhe Fidanéve, Autoritetit Kombétar i Veterinarisé dhe Mbrojtjes sé Biméve,
Instituti 1 Sigurisé Ushgimore dhe Veterinarisé, institucione ekzekutive pérgjegjése pér
certifikimin e produkteve bujgésore né Shqipéri. Gjithashtu u ftuan specialisté té& frutikulturés,
fermeré fidané rrités, studenté universitaré dhe pasuniversitaré né universitete me fakultete dhe
departamente té profilit biologjik dhe bujgésor (Fig. 7.3; 7.4; 7.8; 7.9).

AGJENDA E WORKSHOPIT
08:30 — 09:30 Regjistrimi i pjesémarrésve
09:30 —10:00 Fjala e hapjes

Akademik Prof. Dr. Neki Frashéri, kryetar i Seksionit té Shkencave
Natyrore dhe Teknike, Akademia e Shkencave

Pérshéndetje té titullaréve té institucioneve
Akademik Prof. Dr. Skénder Gjinushi, kryetar i Akademisé sé Shkencave
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10:00 - 10:50

10:00 - 10:20

10:20 - 10:35

10:35-10:50

11:10 - 11:55

11:10 - 11:25

11:25-11:40

Drejtues i Ministrisé sé Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural

Prof. Dr. Spiro Drushku, dekan i Fakultetit t¢ Shkencave té Natyrés,
:Universiteti i Tiranés

Prof. Dr. Erinda Lika, zv. rektore e Universitetit Bujgésor té Tiranés
Sesioni i paré
Moderatoré: Efigjeni Kongjika, Luiza Sallaku, Agim Rrapaj

“Pérdorimi i metodave bioteknologjike in vitro dhe té biologjisé molekulare né
pérpjekje pér té fituar material mbjellés t€ kategoris€ “baz€” t& kultivaréve
autoktoné, né funksion té zbatimit té skemave té miratuara té certifikimit (Rast
studimi kumbulla cv. “Tropojane” - projekt pilot né Rrjet), Akademia e Shkencave
dhe mbéshtetur nga AKKSHI

Efigjeni Kongjika, Njésia Kérkimore “Bioteknologji & Gjenetiké”, Akademia e
Shkencave

Jordan Mérkuri, “Didactic and Scientific Research Center ’-Durrés
Grupi i kérkuesve né Rrjet

Skemat e certifikimit t€ materialit mbjellés shumues bimor né kulturat dru frutore
né kuadrin e integrimit né BE zbatuar nga Enti Shtetéror i Farave dhe Fidanéve

Luiza Sallaku, Entela Lloshi, Enti Shtetéror i Fidanéve dhe Farave

Kérkesat dhe iniciativa té fidanishteve shqiptare pér certifikim vullnetar pér
prodhimin e materialit bimor té druréve frutore autoktoné pér tregun e frutikulturés
brenda dhe jashté vendit.

Agim Rrapaj, Késhilli i Agrobiznesit Shqiptar

Aulona Veizaj, eksperte né bioteknologji

Albert Rabeta, Kompania “RABETA, Pezé

Luigj Frangaj, Ekonomia prodhuese e fidanéve té hardhive “FIDAL”, Lezhé
Sesioni i dyté

Moderatoré: Ariola Bacu, Magdalena Cara, Valbona Sota

Probleme té pérmirésimit gjenetik té kultivaréve autoktoné té druréve frutoré
népérmjet seleksionimit klonal né Shqgipéri me metoda konvencionale dhe té
biologjisé molekulare.

Petraq Sotiri (llollari), Instituti i Resurseve Gjenetike Bimore, UBT

Rajmonda Sevo, Instituti i Resurseve Gjenetike Bimore, UBT

Bjanka Kashifi, Agjencia e Zhvillimit Bujgésor dhe Rural

Ariola Bacu, Departamenti i Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore, UT

Vlerésimi fitosanitar i kultivaréve autoktoné té druréve frutoré né Shqipéri me ané
té metodave serologjike dhe té biologjisé molekulare (protokollet e EPPO dhe BE).
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11:40 — 11:55

11:55-12:55

11:55-12:10

12:10 - 12:25

12:25-12:40

12:40 — 12:55

12:55 - 13:30

13:30

Magdalena Cara, Departamenti i Mbrojtjes sé Biméve, Fakulteti i Bujgésisé dhe
Mjedisit, UBT

Ruzica Gelo, Food Safety Authority of Ireland, (expert on Chapter 12, Food
Safety, Veterinary and Phytosanitary Policy), Zagreb, Croatia

Pérdorimi 1 metodave bioteknologjike in vitro pér shéndetésimin dhe
mikroshumimin e fidanéve té dru frutoréve autoktoné né Shqipéri.

Valbona Sota, Departamenti i Bioteknologjisé, Fakulteti i Shkencave Natyrore, UT

Efigjeni Kongjika, Njésia Kérkimore “Bioteknologji & Gjenetiké”, Akademia e
Shkencave

Elektra Papakosta, Qendra e Transferimit té Teknologjive Bujgésore, Vloré
Sesioni i treté
Moderatoré: Maurizio Lambardi, Roberto di Primio, Jordan Mérkuri

Pérvoja e aplikimit té skemave té certifikimit pér té krijuar vreshtin autokton
mémeé, duke zbatuar protokollet fitosanitare bashkékohore.

Jordan Mérkuri, “Didactic and Scientific Research Center ’-Durrés

Magdalena Cara, Departamenti i Mbrojtjes sé Biméve, Fakulteti i Bujgésisé dhe
Mjedisit, UBT

L'organizzazione del sistema nazionale di certificazione in Italia (Decreto
Legislativo 2 febbraio 2021, n. 18) e il contributo della cooperazione italiana per il
miglioramento dello stato fitosanitario delle cultivar autoctone di specie frutticole
in Albania.

Pandeli Pasko, Centro Internazionale di Alti Studi Agronomici Mediterranei
(CIHEAM), Istituto Agronomico Mediterraneo di Bari, Valenzano (BA), Italia

La certificazione volontaria di piante da frutto in Italia: contributo della
micropropagazione e del CNR-IBE di Firenze alla produzione commerciale di
piante di elevato standard qualitativo.

Maurizio Lambardi, Carla Benelli, IBE/Istituto per la BioEconomia — CNR,
Firenze, Italia

Luigi Catalano, ClVI-Italia, Roma - Agrimeca Grape and Fruit Consulting srl,
Turi (Bari), Italia

Micropropagazione e vivaismo di qualita: 1’esperienza dell’azienda vivaistica
Apice Piante applicata ai fruttiferi e all’ulivo.

Roberto di Primio, Cecilia di Primio, Apice Piante, Ripa Teatina (Chieti), Italia

Diskutime. pérfundime dhe miratimi i Deklaratés drejtuar institucioneve
legjislative dhe ekzekutive, té lidhura me fillimin e ngritjes sé sistemit té
certifikimit pér drurét frutoré autoktoné né Shqipéri.

Mbyllja e Workshopit dhe Koktej
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Figura 7.3. Pamje nga auditori

Figura 7.4. Pérshéndetje nga akad. Skénder Gjinushi, kryetar i Akademisé sé Shkencave; prof. Spiro
Drushku, dekan i Fakultetit té Shkencave Natyrore, Universiteti i Tiranés; prof. Erinda Lika, zv. rektore e
Universitetit Bujgésor té Tiranés.

157



kst SISENCOR
AxriALk
DA TRV TRGRIMIY NT O
SR ARCISTRINN B FIBANENY
O AMUTOREVE
e

J— N

Figura 7.9. Moment nga pérfundimi i punimeve té€ Workshopit
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Deklarata e Workshopit, e shpérndaré né njé listé institucionesh legjislative dhe ekzekutive:
Keéshilli i Ministrave

Zv. kryeministria

Ministria e Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural,

Enti Shtetéror i Farave dhe Fidanéve,

Autoritetit Kombétar i Veterinarisé dhe Mbrojtjes sé Biméve,
Autoriteti Kombétar i Ushgimit

Instituti i Sigurisé Ushgimore dhe Veterinarisé,

Universiteti i Tiranés

Universiteti Bujgésor i Tiranés

Universiteti “Fan S. Noli” Kor¢é

Qendra e Transferimit t€ Teknologjive Bujgésore, Vloré, Fushé — Krujé, Korcé, Lushnjg,
Shkodér.

Késhilli i Agrobiznesit Shqiptar
Ministria e Arsimit dhe Sporteve
Ministria e Financave
Ministria e Drejtésisé
Kuvendi i Shqipérisé
Komisionet parlamentare lidhur me problemin
Komisioni i posacém parlamentar
Agjencité Rajonale té Ekstensionit Bujgésor:
e Agjencia Rajonale e Ekstensionit Bujgésor Korgé
e Agjencia Rajonale e Ekstensionit Bujgésor Shkodér

DEKLARATE E WORKSHOP-IT

“Gjendja aktuale dhe sfidat e integrimit né BE pér certifikimin e fidanéve té
druréve frutoré né Shqipéri”

(26 gershor 2023), Akademia e Shkencave

Akademia e Shkencave né bashképunim me Universitetin e Tiranés, Universitetin Bujgésor té
Tiranés, Qendrén e Transferimit té Teknologjive Bujgésore, Vloré dhe bizneset private
organizuan Workshop-in e financuar nga AKKSHI me synim:

e Pérgatitien e fazés shkencore né funksion té skemés sé certifikimit té fidanéve,
implementimi i sé cilés do té garantojé rritjen e cilésisé sé produkteve té fidanishteve, me
bimé té sigurta nga ana gjenetike dhe shéndetésore, pér té cilén po realizohen dy projekte
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kérkimore té financuara nga Akademia e Shkencave né bashképunim me AKKSHI-n me
specialisté me pérvojé pér té pilotuar pjesén kérkimore té skemés sé certifikimit té
fidanéve té drufrutoréve autoktoné.

e Sensibilizimin pér domosdoshmériné e implementimit té njé sistemi shkencor té
certifikimit pér prodhimin e fidanéve té druréve frutoré autoktoné, duke pérfshiré dhe
hardhiné dhe ullirin.

Né pérmbyllje t& Workshop-it Shkencor, paragesim disa rekomandime e propozime pér
mbéshtetjen e procesit té certifikimit té fidanéve té fondit autokton Shqiptar.

Mbrojtja e pasurisé gjenetike nga erozioni i fondit autokton duhet té jeté né fokus té politikave té
Ministrisé sé Bujgésisé dhe Zhvillimit Urban, Entit Shtetéror té Farérave dhe Fidanéve dhe
Institucioneve Kérkimore. Implementimi i sistemit té certifikimit té varieteteve dhe kultivaréve
autoktoné sipas modeleve té vendeve té BE me referencé Italing, vjen si njé kérkesé imediate pér
vendin toné dhe éshté né funksion té sigurisé ushgimore dhe té agroturizmit.

Pér kété propozohet ngritja e njé grupi teknik (kryesisht kérkimor shkencor) né plotésim té
kérkesés sé biznesit pér ngritjen e njé sistemi certifikimi té kultivaréve autoktoné (kryesisht
drufrutorét, vreshti dhe ulliri) me specialisté gqé kané pérvoja né hallka té ndryshme té
certifikimit si mbéshtetje pér Ministriné dhe institucionet, gé e kané detyrim ligjor sistemin e
certifikimit.

Qéllimi i grupit: Mbéshtetja pér ngritjen e sistemit té certifikimit pér kultivarét autoktoné,
né pjesén kérkimore: seleksionimi klonal, pastértia gjenetike, pastértia sanitare,
shéndetésimi, mikroshumimi, krijimi i burimeve primare etj., pér promovimin e kultivaréve
autoktoné né funksion té sigurisé ushgimore dhe agroturizmit.

Objektivat e grupit:

- Implementimi i njé modeli pér sistemin e certifikimit pér kultivarét autoktoné;

- Mundésimi i krijimit té burimeve primare pér kulturat me réndési historike dhe
ekonomike pér Shqipéring;

- Mbéshtetja me pjesén e kérkimit shkencor pér pastértiné gjenetike, sanitare,
shéndetésimin dhe mikroshumimin;

- Krijimi i protokolleve pér secilén nga hallkat e sistemit.

Modeli ku do té mbéshtetet grupi: Modeli i propozuar éshté modeli Italian. Anétarét e
grupit kané punuar né projekte té ndryshme kérkimore gé né vitin 2001 dhe kané rrjetin e
tyre si edhe pérvojat pérkatése pér hallkat e ndryshme té sistemit té certifikimit.

Mundésia e realizimit té objektivave nga grupi: Duke gené se implementimi i sistemit té
certifikimit éshté njé proces teknik-legjislativ, grupi teknik do té krijojé njé lidhje té
ngushté me Ministriné e Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural, si dhe me institucionet pérgjegjése
pér sistemin e certifikimit sipas legjislacionit né fuqi.

Né pérputhje me disponibilitetin, grupi do té pérgatisé programin duke u mbéshtetur né
punén e kryer deri mé tani, kapacitetet ekzistuese dhe shtrirje/qasje sipas potencialeve gé
do té diskutohen hap pas hapi.

Rekomandime pér pérbérjen e grupit sipas fushave:

- Seleksioner i resurseve gjenetike autoktone;
- Specialisté pomologé pér té pércaktuar karakterizimin klonal né nivel morfologjik;
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- Specialisté gjenetisté molekularé pér vértetésiné gjenetike;

- Specialisté té analizave fitosanitare, kryesisht viruseve me metoda molekulare pér té
arritur njé nga stadet fillestare té certifikimit “E testuar nga viruset” me fokus e
“Certifikuar” né BE;

- Specialisté té shéndetésimit in vitro;

- Specialisté té mikroshumimit in vitro;

- Njohés té legjislacionit Italian dhe té BE-sé;

- Njohés té gjendjes dhe legjislacionit né Shqipéri;

- Drejtues té Shogatave té biznesit té fidanishteve;

- Fermer vullnetar pér té gené pjesé e skemave té certifikimit.

Ngritja e grupit:

Grupi té ngrihet nga institucionet shkencore, organizatore té Workshop-it. Ky grup
mendohet té jeté né bashképunim té ngushté pér té krijuar sinergji me institucionet e linjés
sé Ministrisé sé Bujgésisé dhe Zhvillimit Rural pér té filluar me sistemin e certifikimit té
fidanéve té fondit autokton (ngritjen/mirémbajtjen e burimeve primare, pemétoreve
“mémeé”, etj sipas hapave té certifikimit).

Tiranég, 26 gershor 2023 Pjesémarrésit né Workshopin Shkencor

Né Figurén 7.10 paragitet shkresa zyrtare pércjellése e Kryesisé sé Akademisé sé Shkencave
dérguar institucioneve té larté pérmendura me Deklaratén bashkélidhur:

Figura 7.10. shkresa zyrtare pércjellése e Kryesisé sé Akademisé sé Shkencave dérguar institucioneve
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