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1. BEVEZETES

Az utébbi években globalis szinten az egyik legfontosabb
kornyezeti probléma, hogy vilagszerte csokken az édesvizkészletek
mennyisége, valamint azok mindsége fokozatosan romlik. A mindség
romlasahoz egyre inkdbb hozzdjarul a nagy sétartalmii szennyvizek
novekvé mennyisége, amelyek tisztitdsa bonyolult feladatot jelent a
szennyviztisztitas teriiletén dolgozé szakemberek szamdra. Az ilyen
szennyvizek eldkezelés nélkiil sem a felszini vizekbe, sem az altaldnos
szennyviztisztitd rendszerekbe nem vezetheték be (Hars, 2006), ugyanis
a nagy sotartalom jelentdsen megvaltoztathatja a befogadd viztest
vizmindségét és ¢lovilaganak fajosszetételét, illetve sulyos karokat
okozhat a szennyviztisztitds bioldgiai, de akar a fizikai-kémiai
1épéseiben is.

A szennyviz soétalanitasat viszonylag olcsé modszerekkel is el
lehet végezni, mint példaul a higitds (es6viz hozzdadasa a tarold
tavakhoz) vagy kicsapas (mész vagy mészszoda hozzaadasaval; Bayer,
1985). A sos szennyvizek fizikai és kémiai kezelése is megtorténhet
(desztillacid, vakuum beparlds, ioncsere, elektrodializis, forditott
ozmozis), de ezek az eljaradsok altaldban rendkiviil dragdk (Héars, 2006;
Takacs és Nagy, 2009). Ugyanakkor egyre gyakrabban keriilnek
elétérbe a kiilonféle biologiai modszerek, amelyekben makro- (vizi
novények; Aramburo-Miranda ¢és Ruelas-Ramirez, 2017) ¢&s
mikroorganizmusokat (baktériumok vagy algdk; Yao és mtsai, 2013;
Kokabian ¢€s mtsai, 2018; Sahle-Demessie €s mtsai, 2019) hasznalnak.

Szadmos tanulmany kimutatta mar, hogy a mikroalgdk
megfelelden alkalmazhatok kiilonb6zo eredetli szennyvizek kezelésére
(Abdel-Raouf és  mtsai, 2012). Képesek eltavolitani a
szennyezdanyagok széles skalajat (Delrue és mtsai, 2016), illetve egyes
mikroalgdk még a viz sotartalmat is képesek toleralni, vagy akar
csOkkenteni azt (Gan ¢s mtsai, 2016). Ugyanakkor a haztartdsi, a
mezdgazdasagi €és az ipari eredetli szennyvizek jelentds eltéréseket
mutathatnak Osszetételilkben. Algakkal torténd szennyviztisztitas soran
a tapanyagok optimalistol eltérd mennyisége és ardnya gatolhatja a
folyamat hatékonysagat. Ebbdl adodoan mindenképpen sziikséges a
megfeleld tipanyagtartalom, illetve azok aranyanak meghatarozasa ¢és
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beéllitdsa az eredményes szennyviztisztitas érdekében.

Az antropogén hatdsok mellett a klimavaltozas okozta fokozott
parolgas és az ebbdl adodo kiszaradas is hozzdjarul a természetes vizek
betoményedéséhez. A kiszaraddshoz, mint kornyezeti hatashoz az
¢l6lények szamos modon alkalmazkodhatnak. Az algdk tobb csoportja
korében gyakori a nem mozgékony cisztak kialakitasa (Ellegaard ¢és
Ribeiro, 2018). Az egyes algafajok cisztasodasi folyamatainak és azok
indukaldsi lehetOségeinek vizsgalata hozzajarulhat a cisztdsodas
folyamatainak altalanos megértéséhez, segitve ezzel az eldrejelzését
annak, hogy a globalis kornyezeti hatdsok, mint a klimavaltozas milyen
valtozasi iranyokat okozhatnak a fitoplankton kozdsségekben.

2. CELKITUZESEK

A kiilonboz6 eredetli szennyvizek algakkal torténd bioldgiai
tisztitasa soran célszerti figyelembe venni, hogy az adott teriiletre
jellemzd algafajok felhaszndldsa valdszinlileg hatékonyabbnak
bizonyul, mintha mas ¢l6helyekrdl (pl.: tropusokrol) szdrmazéd fajokat
alkalmaznank erre a célra. Magyarorszagon a szikes tavak kivételével
tlztik ki, hogy megvizsgaljunk kilenc, a Debreceni Egyetem
Hidrobiologiai tanszékének torzsgytijteményében fenntartott
kozonséges édesvizi zoldalgat és jellemezziik azok sotolerancidjat,
valamint sétalanitd képességét. Munkank soran a kovetkezd kérdésekre
kerestlink valaszokat:

e Az alkalmazott sdkoncentraciok hogyan hatnak a tenyészetek
novekedésére? A szarazfoldi éldhelyeken is gyakran
eléforduld fajok (Chlorella spp. és Chlorococcum sp.)
nagyobb sotolerancidval jellemezheték-e a féleg édesvizi
¢léhelyekre jellemzo fajoknal?

e Milyen mértékben képesek az algdk csokkenteni a tapoldat
vezetOképességét ¢és sotartalmat? A csokkenés mértéke
mennyiben fligg 6ssze az alkalmazott fajok sotoleranciajaval?

e A vizsgélt fajok milyen mértékben csokkenthetik a vizek
tapanyag terhelését, kiilondsen azok nitrat és foszfat tartalmat

2



kiilonb6z6  sokoncentraciok mellett? Képesek-e nagy
sokoncentraciok (pl.: 1 000 vagy 10 000 mg/l NaCl) mellett a
toleransabb fajok nagyobb mértékben csokkenteni a kdzeg
tapanyagtartalmat, mint a kevésbé tolerans fajok?

A szakirodalomban leirtak alapjan a nem  kedvezd
nitrogén:foszfor (N:P) aranyok, illetve a tdpanyagok nagy mennyisége
korlatozott tapanyag-eltavolitast ¢és csokkent mértékii novekedést
vonhat maga utan, ezzel csokkentve a szennyviztisztitas hatékonysagat.
Ez alapjan célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a Coelastrum morus
kozonséges édesvizi zdldalga kiillonb6zd sokoncentracidokkal kezelt
tenyészeteit abbol a szempontbol, hogy milyen tapanyagtartalom és N:P
arany mellett képesek a leghatékonyabb novekedésre, illetve tapanyag
eltavolitasra. Munkéank ezen részében a kovetkezd kérdésekre kerestlink
valaszokat:

e A sOkoncentraci6 nodvekedése milyen hatdssal van a
tenyészetek novekedésére kiilonbozo tdpanyagtartalma és N:P
aranyu tapoldatok alkalmazasa sordn?

e Hogyan valtozik a tdpoldat vezetOképessége és klorid-tartalma
a tapanyagtartalom és a N:P ardny fiiggvényében?

e Milyen kiilonbségek figyelhetok meg az alkalmazott faj
tapanyag-eltavolitasaban kiilonb6z6 tapanyagtartalom és N:P
arany mellett?

Annak megértése céljabol, hogy a novekvd szalinitds milyen
hatassal lehet a fitoplankton kozosségek tagjaira, egy cisztaképzd
zoldalga, a Haematococcus pluvialis alkalmazéasaval megvizsgaltuk,
hogy milyen eltérések figyelhetok meg a tenyészetek ndvekedésében, a
sejttipusok aranyaiban és a tapoldatok 0Osszetételében kiilonbozo
sokoncentraciok, illetve kiszaradast modellezd koriilmények mellett.
Vizsgalataink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszokat:

e A sokoncentracid valtozasa, valamint a kiszdradds miképpen
hatnak a tenyészetek sejtszam novekedésére?
e Hogyan valtozik a kiilonb6zd sejttipusok aranya a kisérletek
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soran?

e Az alkalmazott faj milyen mértékben képes csokkenteni a
tapoldat  vezetOképességét ¢és  sotartalmat  kiilonbozo
sokoncentraciok mellett?

o Kiszaradds soran milyen valtozasok figyelheték meg a
tapoldat klorid-tartalmaban, valamint milyen mértékben
csokken a tenyészetek térfogata? Megfigyelheto-e a tapoldat
betdoményedése?

e Milyen valtozasok figyelhetdk meg a tenyészetek nitrat és
foszfat tartalmaban kiilonb6z6 sokoncentraciok, valamint
kiszaradéast modellezd koriilmények mellett?

3. ANYAG ES MODSZER
3.1. A Kkisérletek soran alkalmazott izolatumok

A kisérletek sordn a Debreceni Egyetem Hidrobiologiai
Tanszékének algagylijteményében talalhatdé izolatumokat hasznaltuk,
amelyek magyarorszagi vizi él6helyekrdl keriiltek izoldlasra. Az algdk
sotlird és sotalanitod képességének vizsgalata soran az egysejti Chlorella
sorokiniana, Chlorella vulgaris, Chlorococcum sp., Monoraphidium
komarkovae ¢és Monoraphidium pusillum, valamint a cOnobialis
Desmodesmus communis, Desmodesmus spinosus, Scenedesmus
obliquus és Scenedesmus obtusus izolatumokat alkalmaztuk. A
tapanyagtartalom (nitrat és foszfat) sotoleranciara gyakorolt hatasainak
vizsgalata sordn a conobialis Coelastrum morus zoldalgat hasznaltuk. A
szalinitds illetve kiszaradds okozta ozmotikus stressz ¢életciklusra
gyakorolt hatisainak vizsgalata soran a Haematococcus pluvialis
izolatumot alkalmaztuk.

3.2. A Kkisérletek osszeallitasa és kivitelezése
3.2.1. Az algak sotiiré és sotalanito képességének vizsgalata

A kisérleteket a kilenc mikroalga fajjal végeztiik, Bold’s Basal
tapoldatban (BBM; CCAP Media Recipes A), 50 ml végtérfogatban, 10
ora sotét és 14 ora fény (40 pmol foton m2s) melett, 24°C-on, razatott
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tenyészetekben. A kisérlet idotartama 14 nap volt.

Az alkalmazott sokoncentraciok (500 - 20 000 mg/1) beallitasahoz
300 g/l NaCl-ot tartalmazd torzsoldatot hasznaltunk. A kontroll
tenyészetek nem tartalmaztak hozzdadott NaCl-t. A kisérletek soran
ugynevezett ,negativ kontroll” &sszedllitdsokat (tdpoldat + so, alga
nélkiil) is alkalmaztunk a pontos kezdeti vezetOképesség és klorid
tartalom meghatarozasa végett, valamint hogy korrigdlni tudjuk a
tenyészetekben mért eredményeket az alga nélkiili Osszeallitdsokban
mért eredményekkel.

3.2.2. A tapanyagtartalom (nitrat és foszfat) hatasa a sotoleranciara

A kisérletek soran két altalanosan hasznalt tapoldatot, a Bold's
Basal (BBM; CCAP Media Recipes A) és a Jaworski tapoldatot (JAW;
CCAP Media Recipes B), valamint azok mddositott valtozatait
alkalmaztuk. A kisérleteket, 50 ml végtérfogatban, 10 6ra sotét és 14
6ra fény (40 pmol foton m?s') mellett, 24°C-on, razatott
tenyészetekben végeztiik. A kisérlet id6tartama 14 nap volt.

A C. morus torzs sotlird és sotalanitd képességének vizsgalata a 9
algafajjal végzett kisérlettel azonos modon tortént 500, 1 000, 5 000 és
10 000 mg/l sokoncentraciok alkalmazasdval a négy kiilonbozo
tapoldatban.

3.2.3. A szalinitas életciklusra gyakorolt hatasai
3.2.3.1. A Kkiilonboz6é sokoncentraciok hatasa a Haematococcus
pluvialis életciklusara

A tenyészetek nevelése Optimalizalt Haematococcus tapoldatot
(OHM; Fébregas és mtsai, 2000), 200 ml végtérfogatban, 10 6ra s6tét és
14 6ra fény (80 umol foton m?s™') mellett, 24°C-on, buborékoltatott
tenyészetekben tortént. A kisérlet idétartama 11 nap volt.

A tenyészetek nevelése soran a kovetkezd sokoncentracidkat
alkalmaztuk: 100, 250, 500, 1000, 2000, 3000 és 4000 mg/l,
melyeket NaCl torzsoldat (300 g/l) hozzaadasaval allitottunk be. A
kontroll tenyészetek nem tartalmaztak hozzaadott NaCl-t. Ebben a
kisérletben is alkalmaztunk negativ kontrollt (tapoldat + s6, alga nélkiil)
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a pontos kezdeti vezetdképesség ¢és klorid tartalom meghatarozasara
végett, valamint hogy korrigdlni tudjuk a tenyészetekben mért
eredményeket az alga nélkiili 6sszeallitasokban mért eredményekkel.

3.2.3.2. A Kkiszaradas hatasai a Haematococcus pluvialis
életciklusara

A tenyészetek nevelése OHM  tipoldatban, 50 ml
kezdétérfogatban, 10 ora sotét és 14 oéra fény (80 umol foton m?2s™)
mellett, 24°C-on, buborékoltatott tenyészetekben tortént. A kisérlet
id6tartama 16 nap volt.

Ebben a kisérletben harom, kiilonb6z6 moédon kezelt beallitast
alkalmaztunk: abszolut kontroll, kontroll és kiszarado tenyészetek. Az
abszolut kontroll tenyészetek esetében a tenyésztés sordn a parolgés
eredményeként elvesztett folyadék mennyiségét kétnaponta OHM
tapoldattal ujratoltottiik (50 ml-re). Ezzel szemben a kontroll
tenyészetek térfogatpotlasa desztillalt vizzel valod wjratoltéssel tortént
meg. A kiszaradd tenyészetek esetében az elvesztett folyadékot nem
toltottiikk vissza, mivel kisérletiink célja a kiszaradas hatdsainak
vizsgalata volt.

3.3. A tenyészetek novekedésének mérése

A tenyészetek novekedését a sejtek, illetve a conobiumok
szdmanak meghatarozasaval kovettiik nyomon (European Standard EN
15204). A szamlalashoz kétnaponta 200 ul mintakat vettiink le a
tenyészetekbdl és formaldehiddel tartdsitottuk (5%-os végkoncentracio)
azokat. Az egyes sejt/ cOnobium szamokat 10 pl-es mintakbol
szamoltuk meg Biirker kamrdban, Olympus BX50F-3 mikroszkoppal
(Olympus Optical Co., Ltd., Tokid, Japan) 400-szoros nagyitason.

Az algak sotiird és sotalanitdo képességének, a tapanyagtartalom
(nitrat és foszfat) sotoleranciara gyakorolt hatdsainak, valamint a
kiilonb6zé sdkoncentraciok Hameatococcus pluvialis  é€letciklusara
gyakorolt hatasainak vizsgalata soran az 50%-os novekedésgatlast
el6idéz6 NaCl-koncentraciok (ECso-értékek) meghatarozasdhoz a
novekedésgatlds mértékét (szdzalékban, a kontrollhoz viszonyitva)
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abrazoltuk a NaCl-koncentraciok fliggvényében. A kapott gorbékre
trendvonalakat illesztettiink (masodrendii Osszefiiggés), majd a
trendvonalak egyenleteivel (masodfoku egyenletek) kiszamitottuk az
50%-os gatlast okozo6 koncentraciokat.

3.4. A vezetoképesség, a klorid- és a tapanyagtartalom (nitrat és
foszfat) valtozasanak meghatarozasa

A kisérletek végén (a 11. illetve 14. napon) a tenyészeteket
lecentrifugaltuk (Beckman Avanti J-25, Beckman Industries Inc.,
Fullerton, California, USA), majd a vezetOképesség, a klorid, a nitrat és
a foszfat tartalom mérése a sejtmentes feliiluszokbdl tortént meg. Ez
alol kivételt csak a kiszaradds Haematococcus pluvialis életciklusara
gyakorolt hatdsait vizsgald kisérlet jelentett, ahol kétnaponta
centrifugéltunk le (Multifuge X4R Pro, Thermo Electron LED GmbH,
Osterode am Harz, Németorszag) egy - egy abszolut kontroll, kontroll,
illetve kiszarado tenyészetet, majd a sejtmentes feliiluszokbdl tortént a
klorid, a nitrat és a foszfat tartalom mérése.

3.4.1. A vezetoképesség mérése

A vezetoképességet Hach Lange HQ30d hordozhaté
multiméterrel (Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Németorszag) mértiik
meg Intellical™ CDC401 vezet6képesség-mérd elektroda (Hach Lange
GmbH, Diisseldorf, Németorszag) alkalmazasaval. A vezetOképesség
utolso napra bekovetkezd csokkenésének mértékét szdzalékos aranyban
adtuk meg, a kezdeti értékeket 100%-nak tekintettiik.

3.4.2. A klorid tartalom mérése

A sejtek altal felvett NaCl mennyiségének meghatirozasa a
tapkozegek klorid tartalmanak mérésével tortént, amelyet csapadékos
titralassal ~ végeztiink (Németh, 1998), eziist-nitrdt mérdoldat
felhasznalasaval. A klorid mennyiségét a modszerben megadott
képlettel szamitottuk ki. A mérések 12,5 ml (kontroll, 100 - 1 000 mg/1
NaCl), illetve 1 ml (2000 - 20 000 mg/!l NaCl) feliiluszo
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felhasznalasaval torténtek. A klorid tartalom utolsé napra bekdvetkezd
csokkenésének mértékét szazalékos ardnyban adtuk meg, a kezdeti
értékeket 100%-nak tekintettiik.

Ez alol kivételt egyediil a kiszaradas Haematococcus pluvialis
¢letciklusara gyakorolt hatdsainak vizsgélata képzett, amelyben a klorid
tartalom mérése a feliiliszok teljes mennyis€égeébdl tortént a tenyészetek
betoményedésének igazoldsara, és az eredményeket minden mintavételi
napon mg/l-ben adtuk meg.

3.4.3. A tapanyagtartalom (nitrat és foszfat) mérése

A nitrat és a foszfat tartalom mérését spektrofotometrias
modszerekkel végeztik el. A nitrat esetében a szalicilsavas -
kolorimetrids modszert (MSZ 1484-13: 2009), a foszfat tartalom
mérésére a savas foszfor-molibdenatos méodszert (MSZ EN ISO 6878:
2004) alkalmaztuk. A nitrat és foszfat tartalom utols6 napra vald
csOkkenésének mértékét szdzalékos aranyban adtuk meg, a kezdeti
értekeket 100%-nak tekintettiik. Ez alol kivételt csak a szalinitas
¢letciklusra gyakorolt hatdsaival foglalkoz6 kisérlet jelentett, ahol az
eredményeket minden mintavételi napon mg/l-ben adtuk meg.

3.5. Statisztikai analizis

Minden kisérletet haromszoros ismétlésben végeztiink el ¢&s
kiszamoltuk az atlagértékeket, illetve a szordsokat. Az algak sotlird és
sotalanitdo képességének, illetve a tapanyagtartalom (nitrat és foszfat)
sotoleranciara gyakorolt hatasainak vizsgéalata soran a ndvekedési
gorbék tendenciai kozotti kiillonbségeket a kontroll ¢és a kezelt
tenyészetekben egyutas kovariancia-analizissel (ANCOVA; Zar, 1996;
Hammer ¢és mtsai, 2001) hataroztuk meg. A szalinitds életciklusra
gyakorolt hatasaival foglalkozd kisérletekben a tenyészetek iddbeni
novekedésében, illetve az egyes mintavételi napokon a kiilonbozo
kezelések kozotti novekedésben és a sejttipus ardnyban megjelend
kiilonbségeket egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg.
A vezetdképesség-csokkenés mértékét (%), a klorid- és tapanyag-
eltavolitds mértékét (%), valamint a kiszdradas hatésait vizsgalo
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kisérletekben a klorid- ¢és tdpanyagtartalmat (mg/l) egyutas
varianciaanalizissel = (ANOVA)  hasonlitottuk  0ssze. =~ Annak
megallapitasara, hogy a vezetoképesség, a klorid tartalom, illetve a
tapanyagtartalom szignifikdnsan valtozott-e az algdk sotiird ¢és
sotalanitd képességének, a tipanyagtartalom (nitrat ¢és foszfat)
sotoleranciara  gyakorolt  hatasainak, valamint a  kiilonb6z6
sokoncentraciok Hameatococcus pluvialis életciklusara gyakorolt
hatdsainak foglalkozo kisérletek idétartama alatt, a nulladik €s az utolsé
nap eredményeit paros t-teszttel hasonlitottuk dssze.

4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Az algak sétiiro és sotalanitéo képességének vizsgalata

A kilenc z6ld mikroalga izoldtum mindegyike sotlironek
tekinthetd, hiszen még nagy sokoncentraciok (pl.: 1 000 - 10 000 mg/1)
mellett is képesek voltak a novekedésre. A szarazfoldi kornyezetben is
gyakran megjelend Chlorella ¢és Chlorococcum fajok nagyobb
sotoleranciaval jellemezhetdk, mint a fbleg édesvizi ¢éldhelyen
eléfordulok.

A tenyészetek vezetOképesség-csokkentd képességét tekintve a
novekedésiikben gatolt, kezelt tenyészetek ionfelvétele szignifikans volt
a legtobb vizsgalt izolatum esetében, igy mindegyik hozzajarulhat a
klorid tartalom csokkentéséhez 1is. A toleransabb, ,terresztris”
izolatumok kis mértékli vezetdképesség csokkentése ¢és klorid
eltavolitdsa mogott az allhat, hogy esetiikben a folyamatos ioncsere-
mechanizmusok jellemzdébbek lehetnek, mint az ion-felhalmozas
(Fraghl és mtsai, 2015).

A nitrat eltavolitds mértéke csak 5 000 mg/l és afeletti NaCl
koncentracioknal csokkent szignifikansan, de még ezekben az
esetekben is jelent6s mértékli nitrat eltdvolitds tortént. Toményebb
oldatokban a nitrat eltavolitds gatlasa egyértelmlien Osszefligg a
tenyészetek novekedésének gatldsa miatti kisebb sejtszammal. A Bold's
Basal tapoldatban (BBM; N:P = 1,7) nevelt z6ld mikroalga tenyészetek
nem mutattak jelentdés foszfat eltavolitast. Feltételezhetd foszfor-
raktarak megléte (Moudrikova és mtsai, 2017), de nagy valészintiséggel
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a taptalaj kisebb N:P ardnya miatt (Arora és mtsai, 2019) kdvetkezett be
a kismértékli foszfatfelvétel. Mindegyik vizsgalt faj sokféle viztestben
gyakori (John ¢és mitsai, 2002), igy joggal feltételezhetd, hogy a
mikroalgdk kozdssége fennmaradna mesterséges inokuldcio vagy
természetes betelepiilés utdn és hatékonyan tudna hozzajarulni a sos
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4.2. A tapanyagtartalom (nitrat és foszfat) hatasa a sétoleranciara

Eredményeink ramutattak arra, hogy a taptalajok nitrat és foszfat
tartalmanak csekély eltérései (a ,tdpanyagban gazdag” kategoridban) a
N:P arany eltéréseit eredményezik, ami jelentdsen eltéré novekedési
jellemzoket eredményezhet. Az eredmények azt sugalljak, hogy a nagy
nitrat tartalom (100 mg/l felett) hasonléan nagy foszfat-koncentracid
mellett (kicsi N:P ardnyt eredményezve) nem a legkedvezdbb feltétel a
C. morus zoldalgdnak. A vizsgalt izolatum halotolerans fajnak
tekinthetd, hisz figyelemre méltdé ndvekedést mutat 1 000 mg/l NaCl
koncentracidig. Ugy tiinik, hogy a nagyobb tapanyagtartalom
hozzajarul a nagyobb halotolerancidhoz.

A C. morus tapanyagtartalomtol €s N:P aranytol fiiggetleniil
képes eltavolitani a klorid-ionokat, a nagyobb tipanyagtartalom
azonban kedvezdbbnek tlint a folyamat szamara.

A nitrat- és foszfatfelvétel esetében megallapithatd, hogy ezeket a
fiziologias folyamatokat a vizsgélt tartomanyban a NaCl tartalom
kozvetlenil nem befolydsolja, ami tovabb igazolja a faj
halotolerancigjat. Az izolatum jelentés mértékli nitratot tavolitott el a
kiilonb6z6 tapanyagtartalmi és N:P ardnyu tdptalajokbdl kiilonb6zd
sokoncentraciok mellett. A nagy N:P ardny kedvez a foszfat
eltavolitasnak, amit a névekvdé NaCl koncentracio jobban gatolt, mint a
nitratfelvételt.

Osszességében  elmondhat, hogy viszonylag nagyobb
tapanyagtartalom és kedvez6 (5 vagy annal nagyobb) N:P ardny mellett
egy olyan gyakori zoldalga faj, mint a C. morus, jelentésen javitani
tudnd a szennyviz mindségét. Az eljards soran eldallitott biomassza
Osszetételének vizsgalata ravilagithat a faj tovabbi felhasznaldsdnak
elonyeire is (pl.: gyogyszeripar, biodizel eldallitas).
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4.3. A szalinitas életciklusra gyakorolt hatasai
4.3.1. A Kkiilonb6zo soékoncentraciok hatasa a Haematococcus
pluvialis életciklusara

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a tenyészetek
novekedésének mértéke a sokoncentracié novekedéssel parhuzamosan
folyamatosan csokkent, azaz a novekvd sokoncentracio egyre erésebben
gatolta a tenyészetek novekedését. A vegetativ sejtek szamat vizsgalva
az eredmények azt mutattdk, hogy 4. naprél a 11. napra nagymértékben
csokkent az 50%-o0s novekedésgatlast okozd NaCl-koncentracid, amely
arra utal, hogy a vegetativ sejtek kevésbé toleransak nagy
sokoncentracidk jelenlétében.

A s6 okozta stressznek koszonhetéen megkezdddott a vegetativ
sejtek cisztava alakuldsa, azok szama folyamatosan emelkedett 1 000
mg/l NaCl-koncentracidig. A novekvd sokoncentracid a karotinoidok
felhalmozasat indukalta a cisztakban, azaz a NaCl hozzaadasaval novelt
szalinitas a fajra jellemzd védelmi mechanizmusokat indukalja, azok
természetes lejatszodasat nem akadéalyozza meg. Az 1 000 mg/l-t6l
nagyobb NaCl-koncentraciok tovabbi cisztdk képzddését nem
indukaltdk, melynek oka valdszinlileg az, hogy a nagyobb NaCl-
koncentraciok a vegetativ sejtek pusztuldsat eredményezték.

Habar a vezetdképesség csokkenésének mértéke csokkent a NaCl-
koncentracio emelésével, a vizsgalt H. pluvialis izolatum még igy is
képes volt nagy mennyiségii ion eltavolitdsara azokbdl a tenyészetekbdl
is, amelyekben nagy volt a kezdeti sokoncentracio.

M¢ég a nagy sOkoncentraciok ellenére is jelentés mértékli volt a
tenyészetek nitrat, illetve foszfat eltavolitdsa, amely eredmények azt
sugalljak, hogy a vizsgalt izolatumot megfeleléen lehetne alkalmazni
kiilonféle alternativ szennyviztisztitasi folyamatok soran.

5.3.2. A kiszaradas hatasai a Haematococcus pluvialis életciklusara

A kiszarado tenyészetek térfogatanak csokkenése mellett az egyre
nagyobb  klorid-koncentraciok  bizonyitottdk a  betdményedés
folyamatat; ugyanakkor a betdményedés mértéke a klorid tartalom
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alapjan nem kifejezetten kiemelkedd (maximalis mértéke a 250 mg/l
NaCl kezelésnek felel meg).

A betoményedés szignifikdns emelkedésével, illetve a térfogat
csokkenésével egyidoben kovetkezik be a fo tapanyagok, a nitrat és a
foszfat kimeriilése. Habar az abszolut kontroll tenyészetek
térfogatpotlasa tapoldattal tortént, a sejtek a potolt tapanyagokat
azonnal felvehették. Ez magyardzza, hogy a kontroll és a kiszaradd
tenyészetek mellett az abszolut kontroll tenyészetekben is elfogyott az
Osszes foszfat a 4. napra, illetve az Osszes nitrat a 7. napra. Ezt kdvetden
a tdpanyaghiany (foszfat s nitrat) indukalta a vegetativ sejtek cisztakka
alakulasat. A teljesen érett, vords cisztadk korabban jelentek meg a
kiszarado tenyészetekben a kontroll tenyészetekhez képest, illetve
nagyobb ardnyban voltak jelen, mint a kontroll és az abszolut kontroll
tenyészetekben. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kiszaradas a
tapanyaghidny mellett egy tovabbi kornyezeti stressz volt a jelen
kisérleti beallitasban, amely a cisztdk érését, a karotinoidok
felhalmozodasat indukalta.

Osszességében elmondhatd, hogy egyes zdldalgik a jelentdsebb
sokoncentraciok tulélésére képesek vegetativ allapotban. Meglepd,
hogy a tanulmanyozott édesvizi fajok a Haematococcus pluvialis
kivételével sotoleransnak tekinthetok. A szarazfoldi kornyezetben is
gyakran el6forduld izoldtumok (Chlorococcum sp.; Chlorella
sorokiniana és C. vulgaris; John és mtsai, 2002) nagyobb sotoleranciaja
ellenben varhatdé volt. Az édesvizi, sotolerans taxonok a klorid (és
minden valdszinliség szerint a natrium) felhalmozésaval probaljak
biztositani az ozmotikus egyensulyt. A tolerdnsabb, ,terresztris”
taxonokra nem jellemzd a kloridfelhalmozés, vélhetden intenziv
transzportfolyamatok felelések az ozmotikus egyenstly biztositasaért
(Fraghl és mtsai, 2015). Ezen tulajdonsdgok ismerete kulcsfontossagi
lehet alternativ szennyviztisztito eljarasok kidolgozasa soran.

A Haematococcus pluvialis merOben mads stratégiat képvisel:
vegetativ allapotban érzékeny a szalinitdas emelkedésére, a folyamat
kitarto képletek, cisztdk képzddését indukalja (Spencer, 1989;
Borowitzka és mtsai, 1991; Boussiba és Vonshak, 1991). Meg kell
jegyezni, hogy a vegetativ sejtek nagyon intenziv tdpanyag (nitrat és
foszfat) felvétellel jellemezhetok, igy nehéz eldonteni, hogy a
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cisztasodas folyamatanak mely kornyezeti valtozds az elinditoja. A
karotinoid-felhalmozast mutatd zold-vords, illetve voros cisztak
nagyobb ardnyt, illetve korabbi megjelenése azonban egyértelmiien
igazolja, hogy a hasonlo stratégiat képviselo algak cisztaképzéssel, és a
tulélést biztositd anyagceseretermékek felhalmozésaval ¢lik tal a
kedvezdtlen id6szakot. Ez a tulajdonsag a hatékony tapanyag-eltavolitas
mellett jelentdsen novelheti az alternativ szennyviztisztitasi eljaras
soran termelddd biomassza értékét.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az algdk sotlir6 ¢és sotalanito képességének vizsgalataval
kapcsolatban az 0j tudoméanyos eredmények a kdvetkezok:

- Bizonyitast nyert, hogy a valtozatos éldhelyeken eléforduld,
kozonséges zoldalgdk altalanossdgban széles so-toleranciaval
jellemezhetdk, sotiirdnek tekinthetok.

- Kimutattuk, hogy a szarazfodi kornyezetben is gyakran
megjelend  Chlorella és  Chlorococcum  fajok  nagyobb
sotoleranciaval jellemezhetdk, mint a féleg édesvizi él6helyeken
eléfordulo fajok.

- A soétolerancia és a vezetOképesség csokkentése, valamint a
kloridfelhalmozéas kozott nincs egyértelmli  Osszefiiggés. A
szarazfoldi kornyezetben 1is jellemzden eléforduld fajok
sotlirésének hatterében nem az ionfelhalmozas 4ll.

- a nitrat és foszfat felvételét a sokoncentracid kozvetleniil nem
befolyasolja, csak kdzvetetten, a novekedés gatlasan keresztiil.

A tapanyagtartalom (nitrat és foszfat) hatdsa a sétolerancidra
témahoz kapcsolddo Uj tudomanyos eredmények a kovetkezok:
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- A kis N:P ardny nagy tdpanyagtartalom mellett sem kedvez6 a
z0ldalgdk novekedésének, ugyanakkor a nagy tapanyagtartalom
javitja a sotoleranciat.

-A nagy tapanyagtartalom kedvezden befolyasolja a
kloridfelhalmozast.

- A N:P ardny egyértelmiien hatassal van a foszfat eltdvolitas
mértékére: a nagy N:P ardany kedvez a hatékony foszfat-
eltavolitasnak.

A szalinitas életciklusra gyakorolt hatdsaival kapcsolatban az
alabbi 1) tudomanyos eredmények fogalmazhatok meg:

- A NaCl hozzdadasaval novelt szalinitds az altalanos védelmi
mechanizmusokat  indukélja a  Haematococcus  pluvialis
zOldalgdban: megindul a cisztaképzés ¢és az astaxanthin-
felhalmozas.

- A kis mértékben felvételre keriild ion (jelen esetben klorid)
mennyiségének mérése alkalmas a térfogatcsokkenés soran
bekovetkezd betoményedés (szalinitas-ndvekedés) igazoldsara.

- A novekvl szalinitds mellett a nitrat és a foszfat gyors
kimeriilése, valamint a térfogatcsokkenés ¢és ezzel egyiitt az
»€lohely” fényviszonyainak megvaltozasa azok a fo kornyezeti
tényezOk, amelyek a cisztaképzést és az anyagcseretermék-
felhalmozast indukaljak.
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1. INTRODUCTION

In recent years, one of the most important environmental
problems at the global level is the decrease in the amount of freshwater
resources and the gradual deterioration of their quality. Increasing
amounts of wastewater with high salt concentration contribute to the
decreasing quality. The purification of these wastewaters is a
complicated task for professionals working in the field. Such
wastewaters cannot be entered into surface waters or general
wastewater treatment systems without pretreatment (Hars, 2006). The
reason is that the high salinity can significantly change the water quality
of the recipient water body and the species composition of its living
community, and it can cause serious damage to the biological, as well
as the physical and chemical steps of the wastewater treatment.

Desalination of wastewater can also be accomplished by
relatively cheap methods such as dilution (adding rainwater to storage
ponds) or precipitation (adding lime or soda lime; Bayer, 1985).
Physical and chemical treatment of salty wastewater can also take place
(distillation, vacuum evaporation, ion exchange, electrodialysis, reverse
osmosis), but these procedures are usually extremely expensive (Hars,
2006; Takacs and Nagy, 2009). At the same time, various biological
methods are increasingly coming to the fore, in which macro- (aquatic
plants;  Ardmburo-Miranda and Ruelas-Ramirez, 2017) and
microorganisms (bacteria or algae; Yao et al., 2013; Kokabian et al.,
2018; Sahle-Demessie et al. et al., 2019) are used.

Several studies have already shown that microalgae can be
properly used to treat wastewater from different origins (Abdel-Raouf et
al., 2012). They can remove a wide range of pollutants (Delrue et al.,
2016), and some microalgae can tolerate or even reduce water salinity
(Gan et al., 2016). At the same time, domestic, agricultural, and
industrial wastewater can show significant differences in their
composition. During wastewater treatment with algae, the non-optimal
quantity and ratio of nutrients can inhibit the efficiency of the process.
As a result, it is necessary to determine and adjust the appropriate
nutrient content and their ratio for effective wastewater treatment.
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In addition to anthropogenic effects, the increased evaporation
caused by climate change and the resulting drying out also contribute to
the concentration of natural waters. Organisms can adapt to dehydration
as an environmental effect in many ways. The formation of non-motile
cysts is common among several groups of algae (Ellegaard and Ribeiro,
2018). Investigating the cyst formation processes of individual algal
species and their induction possibilities can contribute to the general
understanding of cyst formation processes, thus helping to predict the
direction of changes in phytoplankton communities caused by global
environmental effects such as climate change.

2. OBJECTIVES

During the biological treatment of wastewater with algae, it is
useful to take into account that the use of algae species native to the
given area will probably be more effective than the use of species from
other habitats (e.g. tropical ones) for this purpose. In Hungary all
surface water belongs to the category of "freshwater" except soda lakes,
so one of the goals was to study nine common freshwater green algae
maintained in the algae collection of the Department of Hydrobiology
of the University of Debrecen and investigate their salt tolerance and
desalination abilities. During our work, we were looking for answers to
the following questions:

* How do the applied salt concentrations affect the growth of
cultures? Can species that also occur frequently in terrestrial
habitats (Chlorella spp. and Chlorococcum sp.) have a higher salt
tolerance than species that are mainly native to freshwater
habitats?

» To what extent are algae able to reduce the conductivity and
salinity of the culturing medium? To what extent is the reduction
related to the salt tolerance of the species used?

» To what extent can the tested species reduce the nutrient load of
waters, especially their nitrate and phosphate content at different
salt concentrations? Are the more tolerant species able to reduce
the nutrient content of the medium to a greater extent than the less
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tolerant species at high salt concentrations (e.g. 1 000 or 10 000
mg/l NaCl)?

Based on the literature, it is known that unfavorable
nitrogen:phosphorus (N:P) ratios and large amounts of nutrients can
result in limited nutrient removal and reduced growth, thus reducing the
efficiency of wastewater treatment. Based on this, the next goal was to
study the cultures of the common freshwater green alga, Coelastrum
morus treated with different salt concentrations from the viewpoint of
which nutrient content and N:P ratios support the most efficient growth
and nutrient removal. In this part of our work, we were looking for
answers to the following questions:

» What effect does the increase in salt concentration have on the
growth of cultures when using media with different nutrient
content and N:P ratios?

» How does the conductivity and chloride content of the medium
change depending on the nutrient content and the N:P ratio?

» What differences can be observed in the nutrient removal of the
used species with different nutrient content and N:P ratios?

In order to understand how increasing salinity can affect the
members of phytoplankton communities, we used a cyst-forming green
alga, Haematococcus pluvialis, to study the differences in the growth of
cultures, the proportions of cell types, and the composition of culturing
medium under different salt concentrations and conditions simulating
drying out. During this part of the work, we were looking for answers to
the following questions:

» How do changes in salt concentration and drying out affect the
cell numbers in the cultures?

* How does the proportion of different cell types change during
the experiments?

» To what extent can the used species reduce the conductivity and
salinity of the culturing medium at different salt concentrations?
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* What changes can be observed in the chloride content of the
culturing medium and to what extent does the volume of the
cultures decrease during drying out? Will an increase in the
concentration of the culturing medium be observed?

* What changes can be observed in the nitrate and phosphate
content of the cultures under different salt concentrations and
conditions simulating drying out?

3. MATERIAL AND METHOD
3.1. Strains used in the experiments

During the experiments, we used isolates maintained in the algae
collection of the Department of Hydrobiology of the University of
Debrecen, which were isolated from aquatic habitats in Hungary.
During the investigating the salt tolerance and desalination abilities of
algae, we used isolates of the unicellular Chlorella sorokiniana,
Chlorella vulgaris, Chlorococcum sp., Monoraphidium komarkovae,
and Monoraphidium pusillum, and the coenobial Desmodesmus
communis, Desmodesmus spinosus, Scenedesmus obliquus, and
Scenedesmus obtusus. During the study of the effects of nutrient content
(nitrate and phosphate) on salt tolerance, we used the coenobial green
alga Coelastrum morus. The Haematococcus pluvialis isolate was used
as a model to investigate the effects of osmotic stress induced by
salinity and drying out on the life cycle of algae.

3.2. Experimental setup and implementation of the experiments
3.2.1. Studying the salt tolerance and desalination abilities of algae

The experiments were performed with nine microalgae species in
Bold's Basal medium (BBM; CCAP Media Recipes A), in a final
volume of 50 ml, under 10 hours dark and 14 hours light (40 pmol
photons m2s™) cycles, at 24°C, in shaken cultures. The duration of the
experiment was 14 days.

A stock solution containing 300 g/l NaCl was used to adjust the
applied salt concentrations (500 — 20 000 mg/1). Control cultures did not
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contain added NaCl. During the experiments, we also used so-called
"negative control" compositions (culturing medium + salt, without
algae) to determine the exact initial conductivity and chloride content
and to be able to correct the results measured in the cultures with the
results measured in the compositions without algae.

3.2.2. Effect of nutrient content (nitrate and phosphate) on salt
tolerance

During the experiments, we used two common media, Bold's
Basal medium (BBM; CCAP Media Recipes A) and Jaworski medium
(JAW; CCAP Media Recipes B), as well as their modified versions.
The experiments were carried out in a final volume of 50 ml, under 10
hours dark and 14 hours light (40 pmol photons m™s™') cycles, at 24°C,
in shaken cultures. The duration of the experiment was 14 days.

The salt tolerance and desalination ability of the C. morus strain
was tested in the same way as the experiment with 9 algal species, using
salt concentrations of 500, 1 000, 5000, and 10 000 mg/l in the four
different media.

3.2.3. The effects of salinity on the life cycle
3.2.3.1. The effect of different salt concentrations on the life cycle of
Haematococcus pluvialis

The experiments were carried out in steril air bubbled cultures
with Optimized Haematococcus medium (OHM; Fabregas et al., 2000)
in a final volume of 200 ml, under 10 hours dark and 14 hours light (80
pumol photons m™s™!) cycles, at 24°C. The duration of the experiment
was 11 days.

The following salt concentrations were used during the
experiments: 100, 250, 500, 1 000, 2 000, 3 000, and 4 000 mg/1, which
were adjusted by adding NaCl stock solution (300 g/1). Control cultures
did not contain added NaCl. In this experiment, we also used a negative
control (nutrient solution + salt, without algae) to determine the exact
initial conductivity and chloride content and to be able to correct the
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results measured in the cultures with the results measured in the
compositions without algae.

3.2.3.2. Effects of drying out on the life cycle of Haematococcus
pluvialis

The experiments were carried out in steril air bubbled cultures in
OHM medium, with 50 ml initial volume, in 10 hours dark and 14
hours light (80 pmol photons m™s™) cycles, at 24°C. The duration of
the experiment was 16 days.

In this experiment, we used three differently treated setups:
absolute control, control, and drying out cultures. In the case of the
absolute control cultures, the amount of liquid lost as a result of
evaporation during the culture was refilled with OHM medium every
two days (to 50 ml). In turn, the volume refilled of the control cultures
was done by refilling with distilled water. In the case of drying cultures,
the lost liquid was not refilled, as the purpose of our experiment was to
investigate the effects of dehydration.

3.3. Measuring the growth of cultures

The growth of the cultures was followed by counting the cells and
coenobia (European Standard EN 15204). For this purpose, 200 pl
samples were taken from the cultures every two days and preserved
with formaldehyde (5% final concentration). Cell/coenobium numbers
were counted from 10 pl samples in a Biirker chamber using an
Olympus BX50F-3 microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo,
Japan) at 400% magnification.

During the investigation of salt tolerance and desalination abilities
of algae, the effects of nutrient content (nitrate and phosphate) on salt
tolerance, and the effects of different salt concentrations on the life
cycle of Hameatococcus pluvialis, effective NaCl concentrations
causing 50% growth inhibition (ECso values) were calculated. The
extent of growth inhibitions (in percentage, compared to the control)
were plotted as functions of NaCl concentrations. Trend lines were
fitted to the resulting curves (quadratic correlation), then the
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concentrations causing 50% inhibition were calculated using the
equations of the trend lines (quadratic equations).

3.4. Measurement of changes in conductivity, chloride, and nutrient
content (nitrate and phosphate).

At the end of the experiments (on the 11th and 14th days), the
cultures were centrifuged (Beckman Avanti J-25, Beckman Industries
Inc., Fullerton, California, USA), and then the conductivity, chloride,
nitrate, and phosphate contents were measured from the cell-free
supernatants. The only exception was the experiment investigating the
effects of drying out on the life cycle of Haematococcus pluvialis,
where an absolute control, control and drying out culture were
centrifuged on every two days (Multifuge X4R Pro, Thermo Electron
LED GmbH, Osterode am Harz, Germany), and then the chloride,
nitrate and phosphate contents were measured from the cell-free
supernatants.

3.4.1. Measurement of conductivity

Conductivity was measured with a Hach Lange HQ30d portable
multimeter (Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Germany) using an
Intellical™ CDC401 conductivity measuring electrode (Hach Lange
GmbH, Diisseldorf, Germany). The extent of the decrease in
conductivity on the last day was given as percentage, the initial values
were considered 100%.

3.4.2. Measurement of chloride content

The amount of NaCl uptake was calculated by measuring the
chloride content of the media, which was performed by precipitation
titration (Németh, 1998), using a silver nitrate measuring solution. The
amount of chloride was calculated using the formula given in the
method. The measurements were carried out using 12,5 ml (control, 100
— 1 000 mg/l NaCl) and 1 ml (2 000 — 20 000 mg/l NaCl) of the
supernatant. The extent of decrease of the chloride content by the last
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day was given as percentage, the initial values were considered as
100%.

The only exception was the experiment investigating the effects
of drying out on the life cycle of Haematococcus pluvialis, in which the
chloride content was measured from the total amount of the
supernatants to confirm the increasing concentration of the cultures, and
the results were given in mg/l on each sampling day.

3.4.3. Measurement of nutrient content (nitrate and phosphate).

Nitrate and phosphate content were measured using
spectrophotometric methods. In the case of nitrate, the salicylic acid -
colorimetric method (MSZ 1484-13: 2009) was used, and the acidic
phosphorus-molybdate method (MSZ EN ISO 6878: 2004) was used to
measure the phosphate content. The extent of reduction of nitrate and
phosphate content by the last day was given as percentage, the initial
values were considered 100%. The only exception to this was the
experiment investigating the effects of drying out on the life cycle of
Haematococcus pluvialis, where the results were given in mg/l on each
sampling day.

3.5. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicates; average values and
standard deviations were calculated. During the studying of the salt
tolerance and desalination abilities of algae, and the effects of nutrient
content (nitrate and phosphate) on salt tolerance, the differences
between the trends of the growth curves in the control and treated
cultures were analyzed using a one-way analysis of covariance
(ANCOVA; Zar, 1996; Hammer et al., 2001). In the experiments
dealing with the effects of salinity on the life cycle, the differences in
the growth of the cultures over time, and the growth and cell type ratio
between the different treatments on each sampling day were determined
by one-way analysis of variance (ANOVA).

The extent of conductivity reduction (%), chloride and nutrient
removal (%), as well as the chloride and nutrient content (mg/l) in the
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experiment investigating the effect of drying out, were compared by
one-way analysis of variance (ANOVA). To determine whether the
conductivity, chloride- and nutrient content changed significantly
during the experiments dealing with the salt tolerance and desalination
abilities of algae, the effects of nutrient content (nitrate and phosphate)
on salt tolerance, and the effects of different salt concentrations on the
life cycle of Hameatococcus pluvialis, the results of the zero and the
last day were compared with paired t-test.

4. RESULTS AND DISCUSSION
4.1. Studying the salt tolerance and desalination abilities of algae

All of the studied nine green microalgae isolates can be
considered as salt-tolerant, as they were able to grow even in high salt
concentrations (e.g.: 1 000 - 10 000 mg/l). The species Chlorella and
Chlorococcum, which often appear in terrestrial environments, seem to
have higher salt tolerance than that of the species mainly inhabiting
freshwater habitats.

Regarding the conductivity-decreasing ability of the cultures, the
treated cultures that were inhibited in their growth showed significant
ion accumulation in the case of the most studied isolates, which means
that all of them might contribute to decreasing the chloride content as
well. The slight decrease of conductivity and chloride removal of the
more tolerant, “terrestrial” isolates may be explained by the possibility
that in these cases ion exchange mechanisms might be more prevalent
than ion accumulation (Fraghl et al., 2015).

The extent of the nitrate removal only decreased significantly at
NaCl concentrations of 5 000 mg/l and above, but even in these cases
the amount of removed nitrate was remarkable. In solutions with higher
concentrations the inhibition of nitrate removal was clearly correlated
with the decreased cell numbers due to inhibition of the cultures growth
(fewer cells take up less nutrients). The green algae cultures cultured in
Bold’s Basal medium (BBM; N:P = 1.7) did not show significant
phosphate removal. The existence of intracellular phosphorus pools
may be possible (Moudrikova et al., 2017), but a more likely reason is
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the low extent of phosphate uptake due to lower N:P ratio of the
medium (Arora et al., 2019).

All of the studied species are widespread in a wide variety of
water bodies (John et al., 2002), which allow us to assume that
following artificial inoculation or natural inhabitation, the community
of microalgae would survive and could be efficient in remediation of
salty wastewaters (Figler et al., 2019).

4.2. The effect of nutrient content (nitrate and phosphate) to salt
tolerance

Our results showed that the slight differences in the nitrate and
phosphate content of media (in the “nutrient-rich” category) result in
the N:P ratio differing, which can lead to significantly different growth
characteristics. The results suggest that high nitrate content (above 100
mg/l) alongside a similarly high phosphate content (resulting in a low
N:P ratio) creates less than ideal conditions for the C. morus green alga.
The studied isolate can be considered as halotolerant, as it shows
remarkable growth in media up to 1 000 mg/l NaCl concentrations. It
seems that higher nutrient contents support higher halotolerance.

C. morus is capable of removing chloride ions independently of
nutrient content and N:P ratio, however, higher nutrient content seemed
to be more favourable for the process.

In case of phosphate- and nitrate-uptake it can be stated that these
physiological processes are not directly affected by the NaCl content in
the studied range, which further confirms the halotolerance of the
species. The isolate removed a remarkable amount of nitrate from
media with different nutrient contents and N:P ratios with different salt
concentrations. High N:P ratios promote phosphate removal, which was
more inhibited by the increasing NaCl concentration than nitrate uptake.

In conclusion, a widespread green alga species such as C. morus
could considerably improve the quality of wastewaters under relatively
high nutrient content and adequate (5 or higher) N:P ratio. Detailed
analyses of the composition of the biomass produced during the
procedure might highlight the benefits of further application of the
species (e.g.: pharmaceutical industry, biodiesel production).
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4.3. Effects of salinity on life cycle
4.3.1. Effects of different salt concentrations on the life cycle of
Haematococcus pluvialis

According to our results it can be stated that the growth of the
cultures decreased in accordance with the increasing salt concentration,
1.e. increasing salt concentration more and more strongly inhibited the
growth of the cultures. The vegetative cell number changes show that
ECso values decreased substantially from day 4 to day 11, suggesting
that vegetative cells are less tolerant to high salt concentrations.

Due to the stress caused by salt, vegetative cells transformed into
cysts, their number continuously increased up to 1 000 mg/l NaCl. The
increasing salt concentration induced carotenoid accumulation in the
cysts, which means the salinity increase due to added NaCl induces
species-specific defence mechanisms, it does not prevent to complete
the natural process. NaCl concentrations above 1 000 mg/l did not
induce further cyst formation, which may be due to the destruction of
vegetative cells.

Even though the extent of conductivity decrease was lower at
higher NaCl concentrations, the studied H. pluvialis isolate was still
able to remove a remarkable amount of ions even from cultures with
high initial salt concentrations.

Regardless of high salt concentrations, the nitrate- and phosphate-
removal of the cultures was significant, which results suggest that the
studied isolate might be suitable for use in alternative wastewater-
treatment procedures.

4.3.2. Effects of drying out on the life cycle of Haematococcus
pluvialis

Alongside the decreasing volume of the drying out cultures, the
higher chloride concentrations have proven the process of increasing
concentration; at the same time, the degree of this process was not
particularly outstanding based on the chloride content (its maximum
degree corresponds to the 250 mg/l NaCl treatment).
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The main nutrients, nitrate and phosphate, are depleted at the
same time as the concentration increases significantly and the volume
decreases. Although the maintenance of culture volume of the absolute
control cultures was done by adding culturing medium, the cells were
capable of immediately absorbing the replaced nutrients. This explains
why the absolute control cultures also removed all phosphate by day 4,
and all nitrate by day 7, similarly to the control and to the drying out
cultures. After this, the absence of nutrients (phosphate and nitrate)
induced transforming vegetative cells into cysts. The fully mature, red
cysts appeared sooner in the drying out cultures than in the control
cultures, and their proportion was higher than in the control and
absolute control cultures. These results suggest that drying out is an
additional environmental stress together with the absence of nutrients in
the current experimental settings, which induced the maturing of cysts
and carotenoid accumulation.

Overall, it can be said that certain green algae are able to survive
higher salt concentrations in their vegetative state. Surprisingly, all
studied freshwater species can be considered as halotolerant ones,
except Haematococcus pluvialis. The salt tolerance of isolates often
found in terrestrial habitats (Chlorococcum sp.; Chlorella sorokiniana
and C. vulgaris; John et al., 2002) was according to expectations. The
salt-tolerant freshwater taxa attempt to uphold their osmotic balance by
accumulating chloride (and most likely sodium). Chloride accumulation
is not typical for more tolerant ,terrestrial” species, their osmotic
balance might be held up by intensive transport processes (Fraghl et al.,
2015). Knowledge of these attributes may be crucial for developing
alternative wastewater-treatment procedures.

Haematococcus pluvialis represents a very different approach: it
is sensitive to the increase in salinity in its vegetative state, the process
induces forming dormant state, i.e. cysts (Spencer, 1989; Borowitzka et
al., 1991; Boussiba and Vonshak, 1991). It is also important to mention
that the vegetative cells can be described with highly intensive nutrient
(nitrate and phosphate) uptake, which makes it hard to point out, which
environmental change initiates the process of cyst formation. However,
the sooner appearance and higher proportion of green-red and red cysts
indicating carotenoid accumulation proves that algae with similar
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strategies survive adverse conditions by forming cysts and
accumulating nutrients that ensure survival. This characteristic along
with the effective nutrient removal might greatly increase the value of
the biomass produced during alternative wastewater-treatment
procedures.

5. NEW SCIENTIFIC RESULTS

The new scientific results regarding the salt tolerance and
desalination abilities of algae are as follows:

- It has been proven that common green algae occurring in diverse
habitats can generally be characterized by a broad salt tolerance
and can be considered salt-tolerant.

- It was shown that Chlorella and Chlorococcum species, which
often appear in terrestrial environments, can be characterized by
higher salt tolerance than species that occur mainly in freshwater
habitats.

- There is no clear correlation between salt tolerance and
reduction of conductivity and chloride accumulation. The salt
tolerance of species typically found in terrestrial environments is
not based on ion accumulation.

- The uptake of nitrate and phosphate is not directly affected by
the salt concentration, only indirectly, through inhibition of
growth.

The new scientific results related to the effect of nutrient content
(nitrate and phosphate) on salt tolerance are as follows:

- A low N:P ratio is not favorable for the growth of green algae

even with high nutrient content, but at the same time, a high
nutrient content improves salt tolerance.
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- The high nutrient content has a favorable effect on chloride
accumulation.

- The N:P ratio has a clear effect on the extent of phosphate
removal: a high N:P ratio favors to efficient phosphate removal.

Regarding the effects of salinity on life cycle, the following new
scientific results can be described:

- Salinity increased by the addition of NaCl induces general
defense mechanisms in the green alga Haematococcus pluvialis:
cyst formation and astaxanthin accumulation.

- Measuring the amount of ion (in this case chloride) that is taken
up in a small extent is suitable for confirming the increasing
concentration (increase in salinity) that occurs during the volume
reduction.

- In addition to the increasing salinity, the rapid depletion of
nitrate and phosphate, as well as the decrease in volume and with
this, the change in the light conditions of the "habitat", are the
main environmental factors that induce cyst formation and the
accumulation of metabolic products.
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