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Przemiany metanu w Srodowiskach torfowych
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Abstract. Wetlands and particularly peatlands are the main natural source of methane. Data indicate that 10-45% of
methane emission comes from these sources. Methane emission from wetlands is the result of the balance between
methanogenesis and methanotrophic processes and is actively affected by the wetland plant community composition.
There are many factors affecting the balance of CHy: for instance, vegetation has a strong effect on CH, emissions from
wetland ecosystems by influencing methane production, consumption and transport in the soil. The effects of plants on
methane fluxes may be mediated by: molecular diffusion, internal transport through plant aecrenchyma tissues and
ebullition. Methane is formed in the process of methanogenesis under anaerobic conditions. It may then be emitted into
the atmosphere directly from the soil or by internal transport through the plant. Alternatively, it may undergo methane
oxidation by methanotrophic bacteria, both free-living in the root zone and associated with the host plant in symbiosis.
Sphagnum moss is of particular importance for this processes as it contains methanotrophic bacteria in its endophytic
system. Methanotrophic bacteria live inside the dead hyaline cells or on the surface of Sphagnum leaves and are able to
oxidise methane produced in the soil during methanogenesis, making peatlands a natural biofilter for methane, one of
the main greenhouse gases.
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1. Wstep

Zaleznosci migdzy klimatem a ekosystemami torfo-
wiskowymi, w tym réwniez obszarami lesno-torfowis-
kowymi sa dwukierunkowe, gdyz warunki klimatyczne
wplywaja na torfowiska, ale takze torfowiska oddziatuja
w sposob aktywny na parametry klimatu. Relacja ta jest
silniejsza niz mogloby to wynika¢ z niewielkiego, bo
tylko 3% udziatu torfowisk w calkowitej powierzchni
Ziemi. Opiera si¢ ona gldwnie na procesach obiegu
wegla w przyrodzie, ktérych duza czg$¢ zachodzi na
terenie torfowisk i bezposrednio laczy si¢ z obiegiem
wegla w atmosferze. W torfowiskach zgromadzona jest
ogromna czg¢$¢, bo okoto 1/3, wegla organicznego znaj-

dujacego si¢ w glebach, ktora jest rowna objetosci wegla
zawartego w atmosferze czy tez w catej biomasie obsza-
réw ladowych i wynosi ok. 400-600 Pg (Gorham 1991).
Sposréd krajowych ekosystemow najwigeej torfowisk
skupiaja obszary lesne. Wystgpowanie torfowisk na
obszarach lesnych ma ogromne znaczenie ekologiczne z
racji duzych mozliwosci akumulacji materii organicz-
nej, jakich nie maja lasy na glebach nie-torfowych. Tor-
fowiska na obszarach le$nych stanowig zatem swoiste
zbiorniki osadow biogenicznych (Tobolski 2003).
Obszary podmokte, w tym torfowiska, uznawane sa
za najwigksze naturalne zrédto metanu, emituja bowiem
do atmosfery od 100 do 231 Tg CH,4 rocznie, co stanowi
10-45% catkowitej emisji tego gazu (IPCC 2007).
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Tereny te, poprzez procesy metanogenezy, przyczyniaja
si¢ do intensyfikacji tzw. efektu cieplarnianego, a zara-
zem efektywnie wychwytuja i zatrzymuja CO,, groma-
dzac go w postaci produktéw fotosyntezy. Emisja zatem
metanu z torfowisk jest efektem netto proceséw meta-
nogenezy 1 metanotrofii (Le Mer et Roger 2001).

Okreslenie catkowitej emisji metanu z roznych tere-
néw podmoktych jest trudne. Stezenie CHy w powietrzu
nad tymi obszarami wykazuje duze, zardbwno czasowe,
jak 1 przestrzenne zréznicowanie. Emisja tego gazu za-
lezy nie tylko od aktywnosci mikroorganizmow metano-
genicznych i metanotroficznych, ale réwniez od wielu
innych czynnikow. Nawet na ekologicznie jednorod-
nych obszarach badawczych, wspotczynnik zmiennosci
przestrzennej moze zmieniac si¢ w zakresie 30—100% na
niewielkich odcinkach (Bartlett i Harris 1993). Przy-
czyng réznic wartosci emisji jest roznorodnos¢ tych
ekosystemow, pod wzglgdem warunkdw klimatycznych
oraz sktadu gatunkowego roslin, ktéry rozni si¢ zna-
czaco nie tylko globalnie, ale i lokalnie. Moze to by¢ tez
spowodowane faktem, ze aktywnos$¢ mikrobiologiczna
torfu zazwyczaj wykazuje duze zréznicowanie sezo-
nowe (Ding et al. 2004).

W niniejszej pracy wyjasniono, co wptywa na emisje
netto metanu na torfowisku. Na podstawie §wiatowej
literatury dos$¢ szczegdtowo przedstawiono droge
metanu w §rodowiskach torfowiskowych, zaczynajac od
jego produkcji przez bakterie metanogenne, poprzez
transport oraz utlenianie przez bekterie metanotroficzne.
W omowieniu dwoch ostatnich zagadnien szczegdlng
uwagg poswiecono roslinnosci torfotworczej, zarowno
ros$linom naczyniowym, jak i mchowi torfowcowi.

2. Metan na torfowisku
Produkcja i utlenianie

Na bilans metanu ma wptyw wiele czynnikow, takich
jak: temperatura, warunkujaca aktywno$é mikroorga-
nizmow (optimum temperaturowe zarowno dla metano-
gendw jak i metanotrofow wynosi 20-30°C (Dunfield
et al. 1993; Le Mer et Roger 2001); poziom wody
gruntowej (Moore i Roulet, 1993; Ding et al. 2002), co
determinuje granice strefy tlenowej 1 beztlenowej oraz
potencjal redoks w glebie torfowej (metanogeneza ma
miejsce przy niskim potencjale £4<200 mV) (Stralis-Pa-
vese et al. 2006); rodzaj torfu (Christensen et al. 2003),
zasobnos¢ w substancj¢ organiczna; sktad gatunkowy
ros$lin (Whiting et Chanton, 1993; Ding et al. 2004),
ktory wptywa na wlasciwosci podtoza, tzn. ilos¢ i jakosé¢
substancji organicznej oraz natlenienie (Bartlett i Harriss
1993; Strom et al. 2003). Roslinno$¢ terendéw torfo-
wiskowych jest kluczowym czynnikiem wplywajacym

na emisj¢ metanu z tych obszaréw, poniewaz bierze
udziat zarowno w procesie formowania si¢ tego gazu,
jego transportu i utleniania (ryc. 1).

Produkcja CH,

Na torfowiskach w warunkach anaerobowych, z nis-
ka zawarto$cia siarczandw i azotanow, licznie nagroma-
dzona materia organiczna przeksztatcana jest z udziatem
bakterii metanogennych do CH4 i CO,, co mozna wyra-
zi¢ prostym réwnaniem:

C,H,,0,, —3CO,, +3CH,, (AH=+1795 kJ/mol)

Reakcje przemiany materii sa endoergiczne. Odpo-
wiednia ilo$¢ energii potrzebna do ich przebiegu musi
by¢ wigc dostarczona z reakcji egzoergicznych, tj. reak-
cji tworzenia metanu. W procesie tym (metanogeneza)
zaangazowane sa cztery typy mikroorganizméw: (1) mi-
kroorganizmy — hydrolizujace spolimeryzowane, nie-
rozpuszczalne zwiazki organiczne (biatka, weglowoda-
ny, tluszcze) przy wspoédtudziale zewnatrzkomdrkowych
enzymow; (2) acidogeny —rozktadajace produkty hydro-
lizy; (3) acetogeny — przeksztalcajace metabolity
poprzedniej fazy, oraz (4) metanogeny — wykorzystujace
powstale produkty (gtownie CO,/H, i octany) do syntezy
metanu. Tylko 14% gatunkéw bakterii metanogenicz-
nych wykorzystuje octany jako zrodto wegla i energii.
Acetotrofy odpowiedzialne sa za dwie trzecie formutu-
jacego si¢ metanu (Le Mer i Roger 2001) zgodnie z
reakcja:

CH,COOH, — CH,,, +CO,, (AH=+18kJ/mol)

Jedna trzecia wytwarzanego metanu pochodzi z re-
dukcji ditlenku wegla wodorem:

co,, +4H,, - CH,, +2H,0

2(g) 2(2) 42

(AH=-253kJ/ mol)

Wedlug Houwelinga i in. (2006) ilo$¢ metanu uwal-
nianego rocznie z udziatem roslin wynosi 85 Tg, chociaz
inni badacze przekonuja, Ze roslinnos¢ na torfowiskach
odpowiada za mniej niz 46 Tg CH4 wyemitowanego
w ciagu roku (Ferretti et al. 2007). Dyskusja na ten temat
jest wazna, poniewaz doktadne szacunki maja znaczenie
przy sporzadzaniu bilansu emisji oraz planowaniu
dziatan majacych na celu ograniczenie emisji metanu
jako jednego z gtdéwnych gazow cieplarnianych.

6(s)

2(c)

Transport

Rosliny posdrednicza w przemieszczaniu 55-85%
metanu uwalnianego z torfowisk do atmosfery (Wad-
dington et al. 1996). Wedtug Chanton (2005), Berrittella
i Huissteden (2011) oraz Green i Baird (2012) transport
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Rycina 1. Schemat produkcji i transportu metanu w ukladzie ‘gleba-roslina-atmosfera’ (modyfikacja wlasna za Kiene
1991, Le Mer i Roger 2001)
Figure 1. CHy4 production, transport and consumption in soil-plant-atmosphere system (Kiene 1991, Le Mer and Roger 2001
with own modification)

metanu na drodze ‘gleba — atmosfera’ moze zachodzi¢ w
postaci:

1) przeptywu wywotanego gradientem stgzen zaist-
niatym pomigdzy powietrzem glebowym i atmosferycz-
nym — dyfuzji zaleznej od wtasciwosci gleby, takich jak
porowatos¢ i przepuszczalnos¢. Podczas dyfuzji moze
dochodzi¢ do utleniania metanu przez bakterie metano-
troficzne w natlenionej strefie glebys;

2) tzw. transportu wewngetrznego, kiedy roslina jest
elementem posrednim w emisji metanu z gleby. Gaz ze
strefy korzeniowej poprzez aerenchyme roslin uwal-
niany jest do atmosfery. Taki rodzaj transportu zapewnia
ominigcie natlenionej strefy gleby, w ktorej istnieje mo-
zliwo$¢ utleniania metanu przez bakterie metanotro-
ficzne (uktad ‘gleba — roslina — atmosfera’);

3) gwaltownego uwalniania si¢ pgcherzykow meta-
nu z gleby — przeplywu wywotanego gradientem cis-
nienia. Jest to przeptyw lepki, zachodzacy pod wptywem
gradientu cis$nienia, wahan temperatury i wilgotnosci
gleby. Przeptyw ten moze by¢ wywotany przez deszcze,
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zraszanie, parowanie, ruchy wody gruntowej czy wiatr.
Ostatnie badania zebrane przez Coulthard i wspotauto-
row (2009) sugeruja, ze ten szlak CH,4 moze by¢ najwaz-
niejszg droga uwalniania metanu z torfowisk, wazniej-
sza niz dyfuzja i transport wewngtrzny.

Utlenianie

W $rodowisku aerobowym metan jest utleniany
przez bakterie metanotroficzne, wykorzystujace jedna z
dwoch mozliwosci (1) utlenianie o wysokim powino-
wactwie wobec substratu (stgzenie CH, < 12 ppm), co
odpowiedzialne jest za 10% catkowitej konsumpcji me-
tanu, 1 (2) o niskim powinowactwie (st¢zenie CHy > 40
ppm) (Whalen et al. 1990).

Utlenianie metanu jest procesem egzoergicznym,
uwalniana w nim energia moze by¢ wykorzystana do
syntezy materiatu komorkowego, np. asymilacji weglo-
wodandw. Catkowita ilo$¢ energii, jaka zostaje wytwo-
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rzona podczas utleniania metanu, jest sumg energii
uwalnianej na poszczegdlnych etapach procesu:

CH,, — CH,0H, - HCOH, - HCOOH , — CO

42) (©) (€3] (s) 2(2)

Uproszczony zapis reakcji utleniania CHy, ktory wy-
raza bilans substratow i produktow, jest nastgpujacy:

CH,y +20,, — COy,

(AH =-890kJ/ mol)

+ 2H20(C)

Metanotrofy wystgpowaé moga w natlenionej war-
stwie gleby, w ryzosferze roslin posiadajacych aeren-
chyme, a takze wewnatrz tkanek roslin (Le Mer i Roger
2001; Raghoebarsing et al. 2005). Ponadto Chen i Mur-
rell (2010) ustalili, ze udziat roslinnosci w zmniejszeniu
catkowitej emisji CH4 moze wynosi¢ 30—35%. Wykazali
oni, ze wnetrze rosliny moze by¢ nisza ekologiczng dla
bakterii metanotroficznych, utleniajacych transporto-
wany przez rosling metan, znacznie ograniczajac jego
emisj¢ do atmosfery.

Rosliny naczyniowe wpltywaja na dynamike¢ metanu
na torfowisku (ryc. 2) poprzez:

1) uwalnianie wegla do ryzosfery;

2) budowe¢ morfologiczng — struktur¢ migkiszu po-
wietrznego;

3) transport tlenu do ryzosfery;

4) produkcje¢ metanu.

CH, 0,

rosliny naczyniowe, np.
other plants e.g.
Eriophorum sp.

endofity
metanotroficzne
methanotrophs

biofilm z udziatem
metanotrofow
methanotrophic biofilm

© -]
T\ CH . /7
metanotrofy
w ryzosferze T
methanotrophs

in the rhizosphere mineralizacja
materii organicznej

organic matter mineralization

e 9

metanotrofy w ryzosferze
methanotrophs in the rhizosphere

Uwalnianie wegla do ryzosfery powoduje stymu-
lacje procesu metanogenezy poprzez wzrost dostgpnosci
substratu — C. Rosliny naczyniowe uwalniaja do ryzo-
sfery szereg zwiazkow wegla: kwasy organiczne, cukry,
ektoenzymy, fenole, aminokwasy. Uwaza sig, ze funkcje
tych sktadnikow zwigzane sa interakcjami z innymi ros-
linami oraz mikroorganizmami (Bais et al. 2006). Nie-
ktorzy autorzy sugeruja, ze octany powstale w procesie
fermentacji zwiazkéw organicznych (np. uwalnianych
przez rosliny) sa waznym substratem w metanogenezie
(Ferry 1997, Avery et al. 2003). Potwierdzaja to badania
izotopowe z uzyciem octanu znakowanego weglem '“C
(Strom et al. 2003, 2005). Pomimo, ze torfowiska sta-
nowia duza pulg wegla, jest on jednak trudniej dostgpny
dla metanogenow niz wegiel pochodzacy ze zwiazkéw
wydzielanych przez rosliny naczyniowe. Ilo$¢ zwiaz-
kéw wegla uwalnianych przez rosliny jest rozna zaleznie
od gatunku i moze stanowi¢ od 10% az do 44% zasymi-
lowanego wegla. Wydzielanie substancji przez korzenie
jest rowniez zalezne od dostgpnosci substancji odzyw-
czych, w szczegdlnosci od dostepnosci fosforu (Bais et
al. 2006). Sktad ilosciowy i jakoSciowy zwiazkdéw wegla
wydzielanych przez rosliny acidofilne i alkalifilne jest
roézny, np. te ostatnie wydzielaja wigcej kwasu cytry-
nowego (Strom 1997).

Obecnos¢ aerenchymy (migkisz powietrzny) tworzy
w roslinie system kanatow wentylacyjnych, ktére u ros-
lin naczyniowych shiza réwniez jako kanaty do trans-

Sphagnum sp.

alternatywne
zrodta wegla
alternative carbon

sources
T ap fotosynteza
- °_> CO—~> photosyntesis

woda / water

torf /peat

Rycina 2. Utlenianie metanu na torfowisku (modyfikacja wlasna za Chen i Murrell 2010)
Figure 2. Methane oxidation (Chen and Murrell 2010 with own modification).
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portu CHy,. System ten odgrywa istotna rolg w transpor-
cie metanu i innych gazow w réznych ekosystemach, co
zostato udokumentowane przez szereg wczesniejszych
badan (np. Aulakh et al. 2000; Henneberg et al. 2012).
Korzenie wielu (ale nie wszystkich) roslin wystgpu-
jacych na terenach zalanych posiadaja znaczne ilosci
migkiszu powietrznego. Badania Sun i wspolpracow-
nikow (2012) wskazuja, ze 38% catkowitej emisji me-
tanu w sezonie wegetacyjnym jest transportowane przez
aerenchyme roslin. Warto$¢ ta jest nizsza niz we wczes-
niejszych doniesieniach (np. Morrissey et Livingston
1992; Schimel 1995; Ding et al. 2004). Ding
i wspotautorzy (2005), badajac emisj¢ z tych samych
stanowisk, wskazali, ze Carex lasiocarpa (turzyca nit-
kowata) transportuje 72-82% wyemitowanego CHs.
Tak duze réznice w udziale roslin w transporcie CHy
moga wynika¢ w tym przypadku z bardzo duzej, ok. 4,5-
krotnej, roznicy biomasy nadziemnej, stwierdzonej w
badaniach Ding i wspotautorow (2005). Pozytywna ko-
relacje migdzy emisja metanu a biomasa roslin wykazali
rowniez inni badacze (Whiting i Chanton 1993; Joabs-
son i Christensen 2001).

Utlenianie metanu w ryzosferze zachodzi poprzez
skierowang przeciwnie do metanu dyfuzje tlenu do stre-
fy korzeniowej. Ponad 30-40% tlenu transportowanego
przez aerenchyme¢ moze dyfundowac do gleby (Arm-
strong 1979). W rezultacie dostarczony jest substrat
umozliwiajacy bakteriom metanotroficznym bytujacym
w strefie korzeniowej utlenianie CHy, zanim zostanie on
wyemitowany do atmosfery. Istnieja dowody, ze wpro-
wadzenie tlenu do ryzosfery powoduje rowniez ochrong
przed powszechnie spotykanymi w glebach podmoktych
fitotoksynami, do ktorych naleza np. siarczki, zredu-
kowane zelazo i mangan, a takze lotne kwasy thuszczowe
(Pedersen et al. 2004). W przeksztalceniach tych zwigz-
kéw w formy mniej toksyczne biorg udziat mikroorga-
nizmy tlenowe. Zdolno$¢ utleniania metanu przez ryzo-
sferg zalezy wigc od wielu czynnikow, gtdwnie jednakze
od dostgpnosci tlenu, co warunkowane jest gatunkiem
ro$liny i stopniem rozwinigcia systemu korzeniowego.

Asocjacja ros$lin z bakteriami metanotroficznymi

Analiza obiegu metanu wymaga uwzglednienia as-
pektu wystepowania asocjacji roslin z bakteriami meta-
notroficznymi. Jest to nowatorskie ujgcie tematu,
pokazujace mozliwosci utleniania metanu na drodze
gleba—roslina—atmosfera. Liczne bakterie pochodzace
z ryzosfery nie tylko kolonizuja ryzosferg i/lub ryzo-
plang, ale mogg takze zasiedla¢ wngtrze roslin, bardzo
czesto dzialajac stymulujaco na ich wzrost (Hallmann
2001; Hallmann i Berg 2007; Compant et al. 2008). Juz
w 1887 r. Victor Galippe uwazal, iz mikroorganizmy
glebowe mogg przenikac¢ do zdrowych tkanek roslin i ze

konieczne jest zbadanie mechanizméw tej kolonizacji
(Galippe 1887).

Szczegolne znaczenie w zakresie utleniania metanu
mozna przypisaé roslinom terenow podmoktych, przed-
stawianym do tej pory jako ,kanal” dla strumienia
gazoéw (miedzy innymi metanu). Swiatowe badania nad
tym zjawiskiem wskazuja, iz istotng rol¢ w emisji CHy
odgrywaja bakterie metanotroficzne, zarbwno wolno zy-
jace w ryzosferze, zwiazane na powierzchni korzeni
ros§lin w postaci biofilmu (ryzoplana), jak i bytujace
wewnatrz tkanek gospodarza (endofity), zasiedlajace
zarowno czgsci podziemne, jak i nadziemne (gtownie
Sphagnum sp.).

Metanotrofy zdolne do utleniania metanu, ktory jest
dla nich zrodtem wegla i energii, naleza do gram-ujem-
nych metylotrofow. Wystgpowanie metanotrofow
stwierdzono w réznych ekosystemach. Od ponad 30 lat
bakterie utleniajace metan skupialy uwage wielu bada-
czy. Badania doprowadzity do wyizolowania metano-
trofow zasiedlajacych wiele srodowisk, tj. wody stodkie,
osady, gleby, wody morskie, torfowiska i gorace zrédeta
(Le Mer i Roger 2001; Knief et al. 2003; Bodelier i
Laanbroek 2004; Regina et al. 2007). Mikroorganizmy
utleniajace metan znane sg juz od 1906, kiedy Sohngen
jako pierwszy wyizolowat organizm zdolny do wzrostu
na metanie, jako zrodle wegla i energii, nazwany Bacil-
lus methanicus (S6hngen 1906). Whittenbury wyizolo-
wat ponad 100 nowych bakterii metanotroficznych oraz
stworzyt ich pierwsza klasyfikacje, ktora stala si¢ pod-
stawa do dalszych badan (Whittenbury et al. 1970;
Bussmann et al. 2004). Asocjacje bakterii z réznymi
organizmami zostaly wykazane m.in. na podstawie
symbiozy z matzami (Fisher et al. 1987; Cavanaugh et al.
1987; Robinson et al. 1998; Barry et al. 2002; Duper-
ron et al. 2005), z gabkami (Vacelet et al. 1996), ze
Sphagnum sp. (Raghoebarsing et al. 2005). Doniesienia
o endosymbiontach, utleniajacych metan i siarke, poja-
wity si¢ rowniez w odniesieniu do gatunku wieloszczeta
Riftia pachyptial. Endosymbioza ta, odkryta w komi-
nach hydrotermalnych na dnie morza, stala si¢ naj-
lepszym modelem do badan nad chemosyntetyczna sym-
bioza (Stewart et al. 2005).

Obecno$¢ mikroorganizmow stwierdzono w réznych
czesciach roslin, zarowno w korzeniach, todygach i lis-
ciach, jak i w owocach, nasionach, a nawet kwiatach.
Sposoby, za pomoca ktérych drobnoustroje wchodza
w asocjacje z roslinami, sa zréznicowane. Niektore wy-
nikaja z bezposrednich oddziatywan migdzy mikroorga-
nizmami a tkankami roslin, inne maja charakter posredni
i sa spowodowane modyfikacjami srodowiska glebo-
wego (Kalama 2004). Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze kazdy
typ asocjacji ma wilasng specyfike, zalezng od budowy
wspoldzialajacych partnerow. Bakterie metanotroficzne
zasiedla¢ moga rézne organizmy wyzsze, a ich zdolnos¢
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do utleniania metanu przekonuje o stusznosci prowa-
dzenia dalszych badan w tym kierunku.

Wystepowanie bakterii endofitycznych (wewnatrz
komorek roslinnych) znane bylo juz ponad 120 lat temu
(Hardoim et al. 2008). Pierwsze opisy endofitéw
pochodza z przetomu XIX/XX wieku, dotycza grzybo-
wego endofitu bytujacego w ziarnie Zzycicy rocznej
(Freeman 1904). W roku 1926 wzrost endofitow w ros-
linie rozpoznano, jako okreslony etap w zyciu bakterii,
zaawansowang infekcj¢ majaca bliski zwiazek z mutua-
lizmem (Perotti 1926). Pdzniej endofity zdefiniowano
jako mikroorganizmy, ktére moga by¢ wyizolowane z
powierzchni organdéw roslinnych (Henning et al. 1940).
Zjawisko wystgpowania populacji bakterii towarzy-
szacych roslinom wskazuje na to, ze zdrowe rosliny
zawieraja zespoly tzw. bakterii endofitycznych, dla
ktorych stanowig swoista niszg. Szereg najnowszych
badan wydaje si¢ potwierdza¢ hipotezg, ze w Swiecie
roslin nie wystepuja gatunki, ktore bytyby pozbawione
specyficznej mikroflory endofitycznej (Strzelczyk
2001).

Mechanizm asocjacji metanotrofow z roslinnosciag
torfotworcza jest stabo poznany i obecnie stanowi temat
badan poruszany przez wielu naukowcdéw na calym
$wiecie. W Polsce, poza badaniami Stgpniewskiej
i wspdtpracownikéw (2013), brak jest danych odnosnie
identyfikacji endofitow metanotroficznych. W $wiato-
wej literaturze wykazano obecnos¢ ekstremofilnych
bakterii w réznorodnych srodowiskach. Po raz pierwszy
acidofilne metanotrofy (z rodzaju Methylocella i Methy-
locapsa) wyizolowano z torfowisk wschodniej Syberii
i potnocnej Rosji (Dedysh et al. 1998, 2004). Badania
prowadzone nad glebami lesnymi w Niemczech przy-
czynity si¢ do izolacji szczepu Methylocella silvestris
(Dunfield et al. 2003). Nast¢pnie odkryto szczep Methy-
locella tundrae, wyizolowany z kwasnych torfowisk
tundry w péinocnej czesci Eurazji i Ameryki Péinocnej
(Dedysh et al. 2004). Dedysh i wspdtautorzy na mate-
riale pobranym w tundrze stwierdzili réwniez obecnosé
bakterii nalezacych do rodzaju Methylosinus i Methylo-
cystis (Dedysh et al. 2003). Wczesniej znane byly
doniesienia na temat izolacji bakterii z rodzaju
Methylosinus z torfowiskowego jeziora o kwasnym od-
czynie (Heyer i Suckow 1985). Zajmowano si¢ roéwniez
roslinami wodnymi (Trotsenko et al. 2001) oraz telo-
mowymi (Sphagnum sp. — Raghoebarsing et al. 2005;
Heyer et al. 2002).

Enzymem odpowiedzialnym u metanotroféw za
utlenianie CH, jest monooksygenaza metanowa, ktora
moze wystgpowaé w dwoch formach, jako sMMO
i pMMO. Enzym sMMO, obecny w cytozolu, ulega
aktywacji tylko wowczas, gdy st¢zenie miedzi w bio-
masie jest niskie. sSMMO moze bra¢ udziat w procesach
biotransformacji i bioremediacji substancji, tj. alkanow,

substancji alifatycznych i aromatycznych. Enzym
pMMO, zwiazany z blona komoérkowa, ulega aktywacji
tylko wowczas, gdy stezenie miedzi w biomasie jest
wysokie. Enzym ten, o wzglednie wysokiej aktywnosci
substratowej, ma zdolnos¢ utleniania alkandéw i alke-
néw, zawierajacych ponad 5 atoméw wegla w tancuchu.
Dzigki temu moze mie¢ zastosowanie w bioremediacji
(Muller 2000; Semrau 2011). Te dwie postacie
monooksygenazy moga wystgpowac rownoczesnie, a
ich aktywnos¢ bezposrednio zalezy od st¢zenia jondw
miedzi (Cu®).

Utlenianie metanu przez kompleks endofityczny
‘metanotrofy — ro§lina’

W ostatnich latach naukowcy na calym swiecie sku-
piali szczegolng uwage na roli torfowisk z dominacja
Sphagnum sp. w emisji metanu. Asocjacja bakterii meta-
notroficznych zostata rozpoznana przez Raghoebarsing
i wspotpracownikow (2005), ktorzy pokazali, ze bak-
terie metanotroficzne zyjace jako endosymbionty oraz
epibionty, wystgpujg zarowno wewnatrz, jak i na ze-
wnatrz komorek Sphagnum sp. Powoduja one efektywne
wychwytywanie metanu powstalego na torfowis-
ku, ograniczajac w ten sposob jego emisje. Wedlug
naszego rozpoznania do tej pory nie zidentyfikowano
jednak endofitycznych powigzan bakterii metanotro-
ficznych z torfowiskowymi roslinami naczyniowymi.

Analizujac aktywno$¢ metanotroficzng Sphagnum
sp. pobranego z torfowiska w Syberii, wykazano utle-
nianie metanu na poziomie 80 umolxg.' ~ dziennie,

natomiast badania prowadzone na finskich torfowiskach
sfagnowych wskazuja dzienng aktywno$¢ metanotro-
ficzna w zakresie 0-62 pmol CH, x g (Larmola et al.

2010). Inni badacze odnotowali konsumpcj¢ metanu w
ciagu doby na poziomie 23,5+20 pmolxg,,"' w tempe-
raturze 10°C, a ponad dwukrotnie wyzsza (46,7+39
umolxg,, ) w temperaturze 20°C (Kip et al. 2010).

Stepniewska 1 wspotautorzy (2013), ktérzy badali
zdolno$¢ utleniania metanu przez bakterie metanotro-
ficzne zwiazane z mchem z rodzaju Sphagnum wystepu-
jacym na torfowiskach Poleskiego Parku Narodowego,
wykazali zalezno$¢ migdzy aktywnoscia metanotroficz-
ng a poziomem wody na torfowisku. Rosliny zalane
woda miaty wigkszg zdolnos$¢ do utleniania CHy4, wyno-
szacg 7,6£0,1 umolxg ' na dziefi, niz roliny poras-
tajace kepki (2,5£0,1 pmolxg,, ™).

Raghoebarsing i wspdtautorzy (2005) rowniez zaob-
serwowali te zalezno$¢ i odnotowali wartosci utleniania
metanu na poziomie od 0,5 do 30 pmolx g’ na dobe.

Stepniewska wraz z zespotem (2013) badali réwniez
zdolno$¢ utleniania metanu przez kompleks ‘Sphagnum
sp. — bakterie metanotroficzne’, inkubowany w réznych
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temperaturach oraz przy réznym stgzeniu substratu
(CH4). Przeprowadzone badania wykazaty propor-
cjonalny wzrost aktywnosci metanotroficznej wraz ze
wzrostem temperatury w zakresie temperatur od 10 do
30°C oraz pozytywng zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscia
utleniania metanu a stgzeniem CH4 w przypadku za-
kresu stezen 1-10%, natomiast przy st¢zeniu CHy 20%
obserwowano obnizenie aktywnosci metanotroficznej,
zwigzane z wyczerpaniem tlenu. Najwigksza zdolnos¢
do utleniania metanu wykazano w prébach inkubowa-
nych w temperaturze 30°C przy stezeniu CH, 10%
(Stepniewska et al. 2013).

Badania prowadzone przez Kolbener i wspdtautorow
(2010) na torfowiskach potudniowej Szwecji ukazaty
zalezno$¢ migdzy emisja metanu a roslinnoscig pokry-
wajaca teren badan. Wykazano, ze catkowita dzienna
emisja CHy z udzialem Eriophorum sp. wyniosta
7,42x107 g m™, a z udziatem Sphagnum sp. zaledwie
2,204x10°g m™. Zaobserwowali oni pieciokrotnie wyz-
szg emisj¢ metanu z obszaru porosnigtego Eriophorum
latifolium (welianka szerokolistna), Potentilla palu-
stris (siedmiopalecznik blotny), Carex rostrata (turzyca
dzidbkowata), Anthoxanthum odoratum (tomka wonna),
Carex elata (turzyca sztywna) i Carex acutiformis
(turzyca blotna) niz z punktu kontrolnego pozbawione-
go roslinnosci (Kolbener et al. 2010).

Chen i wspotautorzy (2008) wykazali, iz usunigcie
z badanego terenu roslin z rodzaju Calluna (wrzos)
powoduje spadek zdolnos$ci wychwytywania metanu
przez glebe i pigciokrotny spadek zasobnosci gleby
w mikroorganizmy metanotroficzne (Chen et al. 2008).
Emisja metanu z terenow torfowiskowych opisana przez
Goraj i wspolpracownikow (2013) wskazuje na zwigk-
szong emisj¢ netto metanu do atmosfery ze stanowisk,
w ktorych dominowata roslinnos$¢ Vaccinium sp. (bo-
rowka), Carex sp. (turzyca). Wielkos¢ emisji z tych
stanowisk byta wyzsza odpowiednio o0 26% i 2% w sto-
sunku do emisji z powierzchni, z ktorej usunigto roslin-
nos¢. Przeciwna tendencj¢ odnotowano na stanowiskach
z dominacja Eriophorum sp. (welianka) i Sphagnum
sp., gdzie zarejestrowano spadek wartosci emisji netto
metanu, a emisja byta nizsza odpowiednio o 25% i 10%
niz emisja z powierzchni bez roslinnosci.

Zaobserwowano rowniez zmiang wielkosci emisji
w poszczegdlnych porach roku. W okresie wiosennym
stwierdzono intensyfikacj¢ procesu utleniania metanu
we wszystkich badanych stanowiskach (z wyjatkiem
Carex sp.), podczas gdy latem i jesienig zarejestrowano
roézng intensywnosci metanogenezy i metanotrofii na
tych samych stanowiskach. Na sezonowe zmiany
udzialu kompozycji roslinnej w ograniczaniu emisji me-
tanu z torfowiska wptywato nie tylko obnizenie tempera-
tury, ale rowniez stan fizjologiczny roslin. W wyniku
stabszej kondycji roslin, zwiazanej z koncem okresu

wegetacyjnego, mniej dogodne byly warunki do funk-
cjonowania bakterii metanotroficznych, zwigzanych
z roslinami, co ograniczyto transport gazow poprzez
rosliny (Goraj et al. 2013).

3. Podsumowanie

Przemiany metanu w srodowiskach torfowych sa
ztozone. Emisja netto tego gazu zalezy od intensywnosci
proceséw metanogenezy i metanotrofii oraz od sktadu
florystycznego i1 asocjacji bakterii metanotroficznych
z roslinno$cig torfowisk. Kompleksowe spojrzenie na
oddzialywanie roslin terenéw podmoktych, a szczegol-
nie torfowisk na emisje metanu, pozwoli podkresli¢ ich
role, a jednoczesnie umozliwi doktadniejsza oceng tor-
fowiskowych zbiorowisk roslinnych jako naturalnych
reduktorow produkowanego metanu. Poruszana tema-
tyka nierozerwalnie wiaze si¢ z globalnym problemem,
jakim jest zwigkszony efekt cieplarniany, co ma szcze-
gblne znaczenie w ochronie §rodowiska. Badania pro-
wadzone w tym kierunku mogg by¢ przydatne do spo-
rzadzenia bilansu wegla z terenéw torfowiskowych oraz
do oceny roli szaty roslinnej w obnizeniu st¢zenia me-
tanu w atmosferze. Wzrost stgzenia gazu cieplarnianego,
jakim jest CHy4, wptywa efektywnie na wzrost tempera-
tury (jedna czasteczka metanu powoduje taki sam efekt
radiacyjny jak 21 czasteczek ditlenku wegla), co z kolei
powoduje wzrost aktywnosci metanotroficznej. Torfo-
wiska moga funkcjonowaé zatem, jako naturalne zbior-
niki CHy o duzej zdolnosci wigzania metanu i ditlenku
wegla. Ochrona ekosystemoéw torfowiskowych wydaje
si¢ by¢ uzasadniona i konieczna ze wzgledu na staty
wzrost st¢zenia gazow cieplarnianych, powodowany
dziatalnoscia czlowieka. Ogromna role odgrywa tu, jak
si¢ okazuje, nie tylko roslinnos¢, ale tez zwiazane z nig
mikroorganizmy. Jednym z istotnych czynnikéw pod-
kreslajacych rolg torfowisk w zmianach klimatu moze
by¢ obecnos¢ specyficznych asocjacji intensyfikujacych
efekt utleniania CH4 do CO,, a nastgpnie wigzania wegla
w procesie fotosyntezy. Identyfikacja zaleznosci pomie-
dzy roslinno$cia torfowisk a rozpoznaniem ogromnej
bioréznorodnosci bakterii metanotroficznych przy-
czynia si¢ do poznania naturalnych mozliwosci tych
cennych obszardéw. Ponadto naturalne systemy ‘roslina—
metanotrofy' stanowig o mozliwo$ci zastosowania ros-
linnosci terenéw podmoktych jako reduktoréw stezenia
metanu w technologiach oczyszczania srodowiska, np.
w systemach wykorzystujacych fitoremediacje, a szcze-
golnie rizofiltracjg, m.in. w oczyszczalniach sciekow, na
sktadowiskach odpadéw, na gruntach przeznaczonych
pod rekultywacje, gldwnie terenach pokopalnianych.
Perspektywy wykorzystania daje rozpoznanie zar6wno
uktadu endofitycznego ‘rosliny — metanotrofy’, jak
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i wystgpowania bakterii metanotroficznych w postaci
biofilmu na powierzchni korzeni, a takze zasiedlania
przez bakterie utleniajace metan strefy korzeniowej
roslin.
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Abstract. Wetlands and particularly peatlands are the main natural source of methane. Data indicate that 10-45% of
methane emission comes from these sources. Methane emission from wetlands is the result of the balance between
methanogenesis and methanotrophic processes and is actively affected by the wetland plant community composition.
There are many factors affecting the balance of CH,: for instance, vegetation has a strong effect on CH, emissions from
wetland ecosystems by influencing methane production, consumption and transport in the soil. The effects of plants
on methane fluxes may be mediated by: molecular diffusion, internal transport through plant acrenchyma tissues and
ebullition. Methane is formed in the process of methanogenesis under anaerobic conditions. It may then be emitted into
the atmosphere directly from the soil or by internal transport through the plant. Alternatively, it may undergo methane
oxidation by methanotrophic bacteria, both free-living in the root zone and associated with the host plant in symbiosis.
Sphagnum moss is of particular importance for this processes as it contains methanotrophic bacteria in its endophytic
system. Methanotrophic bacteria live inside the dead hyaline cells or on the surface of Sphagnum leaves and are able to
oxidise methane produced in the soil during methanogenesis, making peatlands a natural biofilter for methane, one of the
main greenhouse gases.

Key words: peatlands, methane, methanotrophic bacteria

1. Introduction

The relationships between climate and peatland eco-
systems including forest-bog areas are bi-directional:
the climatic conditions affect peatland and, vice versa,
peatland actively influences the climatic parameters.
This relationship is stronger than might be expected
from the small share of peatlands covering merely 3%
of the Earth’s total surface area. It is based mainly on
carbon cycling in the environment taking place for the
most part in peatlands and is directly associated with
carbon cycling in the atmosphere. Peatlands accumulate
a huge amount, about a third, of organic carbon con-
tained in soils, which is equal to the volume of carbon
contained in the atmosphere or in the entire terrestri-
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al biomass amounting to about 400-600 Pg (Gorham
1991). Most peatlands in Poland are located in forest
areas. The occurrence of peatlands in forest areas is of
great ecological importance because, such forests, un-
like those growing on non-peat soils, show a high ability
to accumulate organic matter. Peatlands in forest areas
are therefore specific reservoirs of biogenic sediments
(Tobolski 2003).

Wetlands, including peatlands, are considered to be
the largest natural source of methane emissions; they
emit 100-231 Tg CH, into the atmosphere annually,
which accounts for 10%-45% of the total emissions of
this gas (IPCC 2007). Through the process of methano-
genesis, these areas contribute to the intensification of
the so-called greenhouse effect, while at the same time
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effectively capturing and retaining CO,, accumulating
it as photosynthesis products. Therefore, the emission
of methane from peatland is the net effect of methano-
genesis and methanotrophy (Le Mer and Roger 2001).

The total methane emissions from a variety of wetlands
are difficult to estimate. There are high temporal and spa-
tial variations of CH, fluxes in the air over these areas.
Methane emissions are dependent upon more factors than
just the activity of methanogenic and methanotrophic
microorganisms. Even in ecologically homogeneous re-
search areas, the coefficient of spatial variation can range
from 30% to 100% over short distances (Bartlett and Har-
ris, 1993). The differences in methane emission levels are
attributable to the diversity of peatlands both in terms of
their climatic conditions and plant species composition
that differ significantly both globally and regionally. It
may also be the effect of a strong microbiological activity
in the peat that is usually caused by high seasonal varia-
tions (Ding et al. 2004).

The present study attempts to elucidate the factors influ-
encing the net emissions of methane in peatlands. The pre-
sented publications from recent literature allow showing,
in some detail, the pathway of methane release in peatland
ecosystems, starting from its production by methanogenic
bacteria through to its transport and oxidation by methano-
trophic bacteria. In discussing the last two issues, particular
attention is paid to peat-forming vegetation, including vas-
cular plants and sphagnum mosses.

2. Methane in peatlands
Production and oxidation

The methane balance is affected by many factors,
such as temperature that determines the microbial activ-
ity (the optimal temperature for both methanogens and
methanotrophs is 20-30°C) (Dunfield et al. 1993; Le
Mer and Roger 2001); water table (Moore and Roulet
1993; Ding et al. 2002) that determines the depth of aer-
obic and anaerobic zones, as well as the redox potential
in peat soils (methanogenesis occurs at a low potential
Eh <200 mV) (Stralis-Pavese et al. 2006); and the type
of peat (Christensen et al. 2003), content of organic mat-
ter and plant species composition (Whiting and Chanton
1993; Ding et al. 2004) that influence soil properties,
i.e. the quantity and quality of organic matter and oxy-
genation (Bartlett and Harris 1993; Strom et al. 2003).
Peatland vegetation has a crucial effect on methane
emissions from these areas as it is involved in methane
formation, transport and oxidation (Fig. 1).

CH, production

Under anaerobic conditions, the organic matter accu-
mulated in peatlands with the low sulphate and nitrate
content is converted to CH, and CO, by methanogenic
bacteria, which can be expressed as a simple equation:

CH.O_ —3CO, +3CH, (AH=+1795kJ/mol).

6 1127 6(s) 2(e) 4@

The matter conversion reactions are endoergic. An
appropriate amount of energy needed for this process
must therefore be supplied from the exoergic i.e. meth-
ane-producing reactions. This process (methanogenesis)
involves four types of microorganisms: (1) microor-
ganisms that hydrolyse polymerised, insoluble organic
compounds (proteins, carbohydrates, lipids) aided by
extracellular enzymes, (2) acidogenes — microorganisms
that decompose hydrolysis products, (3) acetogenes —
microorganisms that transform metabolites from the
previous phase and (4) methanogens — microorganisms
that use the obtained products (mainly acetates and
CO,/H,) for the synthesis of methane. Only 14% of the
methanogenic bacteria species use acetates as a carbon
and energy source. Acetotrophes are responsible for
two-thirds of the produced methane (Le Mer and Roger
2001) according to the reaction:

CH,COOH,| — CH,+ CO,  (AH=+18 kI/mol).

4(2) 2(g)

A third of the methane produced is derived from the
reduction of carbon dioxide with hydrogen:

CO,,, +4H, — CH, +2H0_

2(g) 2(2)

(AH=-253 kJ/mol).

According to Houweling et al. (2006), the amount of
methane released from the plant to the atmosphere is 85 Tg
annually (according to other researchers, peatland vegeta-
tion is responsible for the emission of less than 46 Tg CH,
annually; Ferretti et al. 2007). This controversy is worth
discussing because exact estimates of methane release are
important while drawing up a balance of emissions and
planning the activities aimed at reducing the emission of
methane as one of the major greenhouse gases.

Transport

In all, 55%-85% of methane that is liberated from
peatlands and transported to the atmosphere is medi-
ated by plants (Waddington et al., 1996). According to
Chanton (2005), Berrittella and Huissteden (2011), and
Green and Baird (2012), methane transport from the soil
to the atmosphere can take place in the form of:
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Figure 1. CH, production, transport and consumption in soil-plant-atmosphere system (Kiene 1991, Le Mer and Roger 2001 with

own modification).

1) a flux resulting from the gradient of concentrations
between the soil and atmospheric air — diffusion de-
pendent on soil properties, such as porosity and perme-
ability. Methane oxidation by methanotrophic bacteria
can occur during diffusion in the oxygenated soil zone;

2) the so-called internal transport (plant-mediated trans-
port) when plant is an intermediate element in the emis-
sion of methane from the soil. The gas from the root zone
of plants is released into the atmosphere via aerenchyma.
This type of transport allows bypassing the oxygenated soil
zone in which oxidation of methane by methanotrophic
bacteria can take place (‘soil-plant-atmosphere’ system);

3) a rapid release of methane bubbles from the soil
— pressure-induced gradient (ebullition). This is a vis-
cous flow, taking place under the influence of a pressure
gradient, temperature fluctuations and humidity of the
soil. This flow can be caused by rainfall, spraying, evap-

oration, groundwater movement or wind. Recent studies
compiled by Coulthard and co-authors (2009) suggest
that this pathway of CH, may be the most important way
of methane release from peatlands, even more important
than diffusion and plant-mediated transport.

Oxidation

In the aerobic environment, methane is oxidised by
methanotrophic bacteria employing either (1) high af-
finity for oxidation (CH, concentration < 12 ppm) re-
sponsible for 10% of the total methane consumption or
(2) low affinity oxidation (CH, concentration > 40 ppm)
(Whalen et al. 1990).

Methane oxidation is an exoergic process — the released
energy may be used for the synthesis of cellular material,
such as assimilation of carbohydrates. The total amount of
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the energy produced during methane oxidation is the sum
of the energy released at various stages of the process:

CH, — CH3OH(C) — HCOH(g) — HCOOH(S) — COz(g).

4@

A simplified record of the CH, oxidation reaction,
which is expressed in the balance of substrates and
products, is as follows:

CH,, +20,, — CO, +2H,0,,

4(g) 2(g)

(AH= -890kJ/mol).

Methanotrophs can occur in the oxygenated soil
layer, in the rhizosphere of plants with aerenchyma, as
well as inside plant tissues (Le Mer and Roger 2001;
Raghoebarsing et al. 2005). Chen and Murrell (2010)
additionally indicated that the share of vegetation in
reducing the total CH, emission is 30%-35%. They
demonstrated that the inside of plants acts as an ecolog-
ical niche for the methanotrophic bacteria oxidising the
methane transported through the plant, thus drastically
reducing its emission to the atmosphere.

Vascular plants influence the dynamics of methane in
the peatland (Fig. 2) through:

1) carbon release to the rhizosphere;

2) morphology — structure of aerenchyma;

3) oxygen transport to the rhizosphere;

4) methane production.

CH, 0,

other plants e.g.
Eriophorum sp.

methanotrophs

methanotrophic biofilm

methanotrophs {

in the rhizosphere |

organic matter mineralisation

The release of carbon to the rhizosphere is a stimulat-
ing factor in the process of methanogenesis as it increas-
es the availability of C substrate. Vascular plants release
a broad range of carbon compounds to the rhizosphere
such as organic acids, sugars, ectoenzymes, phenols and
amino acids. It is believed that the functions of these com-
ponents are related to the interactions with other plants and
microorganisms (Bais et al. 2006). Some authors suggest
that the acetates produced in the fermentation process of
organic compounds (e.g. released by plants) are an im-
portant substrate for methanogenesis (Ferry 1997; Avery
et al. 2003). This is confirmed by isotopic studies using
C-labelled acetate (Strom et al. 2003, 2005). Although
peatlands represent a large pool of carbon, they are less
available for methanogens than the carbon derived from
the compounds secreted by vascular plants. The amount of
carbon released by plants varies and depends on the spe-
cies — it may account for 10%-44% of the assimilated car-
bon. The secretion of the substance by roots also depends
on the availability of nutrients, particularly of phosphorus
(Bais et al. 20006). The qualitative and quantitative compo-
sition of carbon compounds secreted by acidophilic and al-
kalophilic plants is different, for example the latter secrete
greater amounts of citric acid (Strom 1997).

The presence of aerenchyma (spaces or air channels)
allows creating a system of ventilation channels in the

Sphagnum sp.

alternative carbon
sources

CHa

photosyntesis

methanotrophs in the rhizosphere

Figure 2. Methane oxidation (Chen and Murrell 2010 with own modification).
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plant, which in vascular species also serves as a pathway
for CH, transport. This system plays an important role in
the transport of methane and other gases in different eco-
systems, as documented by various earlier studies (e.g.
Aulakh et al. 2000; Henneberg et al. 2012). The roots of
many (but not all) plants growing in flooded areas have
a substantial amount of aerenchyma. The studies by Sun
and colleagues (2012) show that 38% of the total methane
emissions in the growing season are transported through
plant aerenchyma. This figure is lower compared with that
reported in earlier studies (e.g., Morrissey and Livingston
1992; Schimel 1995; Ding et al. 2004). In their studies on
the emission from the same locations, Ding et al. (2005)
pointed out that Carex lasiocarpa (slender sedge) trans-
ports 72%-82% of the emitted CH,. As reported by Ding
and co-authors (2005), such large differences in the pro-
portion of plants involved in CH, transport can be due, in
this case, to a very large difference, about 4.5-fold, in the
above-ground biomass. A positive correlation between
methane emission and plant biomass is also confirmed by
other authors (Whiting and Chanton 1993; Joabsson and
Christensen 2001).

The oxidation of methane in the rhizosphere occurs
through the diffusion of oxygen, as opposite to methane, to
the root zone. More than 30%—40% of oxygen transported
through aerenchyma can diffuse into the soil (Armstrong
1979). As a result, a substrate is provided allowing the
methanotrophic bacteria living in the root zone to oxidise
CH, before it is emitted into the atmosphere. Oxygen in-
corporated into the rhizosphere is also found to be a pro-
tection against phytotoxins frequently present in wetland
soils, such as sulphides, reduced iron and manganese, as
well as volatile fatty acids (Pedersen et al. 2004). The trans-
formation of these compounds to less toxic forms involves
aerobic microorganisms. The oxidation ability of methane
by rhizosphere depends on many factors, in particular the
availability of oxygen; however, it is conditioned by the
plant species and degree of root development.

Association of plants
with methanotrophic bacteria

The analysis of methane cycling requires considering
plant associations with methanotrophic bacteria. It is an
innovative approach to the subject showing the possibil-
ity of methane oxidation via the soil-plant-atmosphere
system. Numerous bacteria from the rhizosphere colonise
not only the rhizosphere and/or rhizoplane but also the
internal tissues of plants often stimulating plant growth
(Hallmann 2001; Hallmann and Berg 2007; Compant et

al. 2008). As early as 1887, Victor Galippe claimed that
soil microorganisms could penetrate healthy tissue of
plants and postulated that the mechanisms of colonisation
should be well examined (Galippe 1887).

As regards methane oxidation, particular importance
should be given to wetland vegetation considered so far
the ‘channel’ for gas flux (including methane). World
studies on this phenomenon show that methanotrophic
bacteria play a significant role in CH, emissions, both
those free-living in the rhizosphere attached to the root
surface in the form of a biofilm (rhyzoplane) and those
living inside host tissues (endophytes) colonising both the
underground and the above-ground parts of plants (main-
ly Sphagnum sp.). Methanotrophs capable of oxidising
methane, their source of carbon and energy, belong to the
gram-negative methylotrophs. The occurrence of meth-
anotrophs was confirmed in different ecosystems. For
over 30 years, many researchers studied the methane-oxi-
dising bacteria. The result of the studies was the isolation
of methanotrophs inhabiting different environments, such
as fresh water, sediments, soil, sea water, peatlands and
hot springs (Le Mer and Roger 2001; Knief et al. 2003;
Bodelier and Laanbroek 2004; Regina et al. 2007).

Methane-oxidising microorganisms have been known
since 1906 when Séhngen for the first time isolated an
organism able to grow on methane, a source of carbon
and energy, called Bacillus methanicus (Sohngen 1906).
Whittenbury and colleagues isolated more than 100 new
methanotrophic bacteria and created their first classifi-
cation that served as a basis for further research (Whit-
tenbury et al. 1970; Bussmann et al. 2004). Associations
of bacteria with other organisms were recognised on the
basis of inter alia the symbiosis with mussels (Fisher et
al. 1987; Cavanaugh et al. 1987; Robinson et al. 1998;
Barry et al. 2002; Duperron et al. 2005), sponges (Vace-
let et al. 1996) and Sphagnum sp. (Raghoebarsing et al.
2005). Also, associations of endosymbionts oxidising
methane and sulphur with the species Riftia pachyptial
of the polychaete family were reported. This endosym-
biosis discovered in hydrothermal vents at the bottom
of the sea is the best model for the studies of chemosyn-
thetic symbiosis (Stewart et al. 2005).

The presence of microorganisms was found in vari-
ous parts of the plant — in the roots, stems and leaves, as
well as fruits, seeds and even flowers. There are differ-
ent methods by which microorganisms enter into associ-
ations with plants. Some of them are the result of direct
interactions between microorganisms and plant tissues,
while others are indirect in nature and result from the
modifications of the soil environment (Kalama 2004). It
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should be noted that each type of association is unique,
depending on the morphology of the interacting part-
ners. The methanotrophic bacteria can colonise various
higher organisms, and their methane-oxidising ability
sufficiently justifies further studies thereon.

The endophytic bacteria inside plant cells were iden-
tified over 120 years ago (Hardoim et al. 2008). The first
descriptions of endophytes at the turn of the nineteenth
century concerned fungal endophytes living in darnel
seeds (Freeman 1904). In 1926, the growth of endo-
phytes inside plants was described as a particular stage
in the life of bacteria, an advanced stage of infection and
as having a close relationship with mutualistic symbiosis
(Perotti 1926). Later, endophytes were defined as micro-
organisms that can be isolated from the surface of plant
organs (Henning and Villforth 1940). The occurrence of
the populations of plant-accompanying bacteria indi-
cates that healthy plants hold associations of endophytic
bacteria for which they are a specific niche. A number of
recent studies seem to confirm the hypothesis that there
are no species in the world of plants that would be free
of specific endophytic microflora (Strzelczyk 2001).

The mechanism of associations of methanotrophs
with peat-forming vegetation is poorly recognised and
currently is the subject of studies of many researchers
throughout the world. No data concerning the identifi-
cation of methanotrophic endophytes are available in
Poland except for the studies by Stepniewska and col-
leagues (2013). The review of world literature confirms
the presence of extremophilic bacteria in a variety of
environments. For the first time, the acidophilic meth-
anotrophs (of the genus Methylocella and Methylocap-
sa) were isolated from the peatlands of Eastern Siberia
and northern Russia (Dedysh et al. 1998, 2004). The
studies on forest soils conducted in Germany led to the
isolation of the strain Methylocella silvestris (Dunfield
et al. 2003). The strain Methylocella tundrae was dis-
covered later and was isolated from the acidic tundra
peatlands in the northern part of Eurasia and North
America (Dedysh et al. 2004). Dedysh and co-authors
also identified the bacteria of the genus Methylosinus
and Methylocystis on the material collected in the tun-
dra (Dedysh et al. 2003). Earlier studies reported on the
isolation of the bacteria of the genus Methylosinus in
the acidic-bog lake (Heyer and Suckow 1985). Aquatic
plants (Trotsenko and Khmelenina 2001) and embry-
ophytes (Sphagnum sp. — Raghoebarsing et al. 2005;
Heyer et al. 2002) were also studied.

The enzyme responsible for CH, oxidation in meth-
anotrophs is methane monooxygenase that can exist in

two forms: pMMO and sMMO. The sMMO enzyme
present in the cytosol is activated only when the copper
concentration in the biomass is low. The SMMO takes
part in the processes of biotransformation and bioremedi-
ation of substances such as alkanes, aliphatic and aromat-
ic substances. The pMMO enzyme associated with cell
membrane is activated only when the copper concentra-
tion in the biomass is high. This enzyme, with a relatively
high substrate activity, is capable of oxidising alkanes and
alkenes containing more than 5 of C in the carbon chain.
Thus, it can be effective in bioremediation (Muller 2000;
Semrau 2011). These two forms of monooxygenase may
occur concurrently and their activity is directly related to
the concentration of copper ions (Cu®").

The oxidation of methane by an endophytic
association ‘methanotrophs-plant’

In recent years, researchers have given special at-
tention to the role of peatlands with the dominance of
Sphagnum sp. in methane emissions. The interaction
between the methanotrophic bacteria and plant was dis-
covered by Raghoebarsing et al. (2005) who showed
that methanotrophic bacteria occur as endosymbionts
and epibionts both inside and outside the cells of Sphag-
num sp. They effectively capture the methane produced
in peatland, thus limiting its emissions. However, in our
opinion, the endophytic interaction between methano-
trophic bacteria and vascular plants of peatland has so
far not been identified.

The analysis of methanotrophic activity of Sphagnum
sp. collected from peatlands in Siberia showed methane
oxidation at a level of 80 pmolxg ! per day, while the
daily methanotrophic activity in the Finnish sphagnum
peatland ranged from 0 to 62 umol CH,xg ! (Larmola
et al. 2010). Other researchers have reported the daily
consumption of methane at 23.5£20 umolxg;! at 10°C
and more than twice this (46.7+39 umolxg ') at 20°C
(Kip et al. 2010).

In their studies on the oxidising ability of methane
by methanotrophic bacteria associated with Sphagnum
mosses growing on peatlands of the Poleski National
Park, Stepniewska and co-authors (2013) pointed to a re-
lationship between the methanotrophic activity and the
water level in the peatland. Submerged plants indicated
a higher CH, oxidising ability to 77.6+0.1 pmolxg_! per
day than the non-submerged plants (2.5+0.1 pmolxg_!).

Raghoebarsing and co-authors (2005) also observed
this relationship, and reported the level of methane oxi-
dation at 0.5-30 pmolxg ! per day.
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Stepniewska and her team also analysed the methane
oxidation ability by the complex ‘Sphagnum sp.—meth-
anotrophic bacteria’ incubated at different temperatures
and concentrations of the substrate (CH,). The anal-
ysis showed a proportional increase in the activity of
methanotrophs with temperature within 10-30°C and a
positive correlation between the ability for methane ox-
idising and CH, concentration in the range of 1%-10%,
while at a CH, concentration of 20%, a decrease in the
activity of methanotrophs associated with oxygen de-
pletion was observed. The greatest ability for methane
oxidising was noticed in the samples incubated at a tem-
perature of 30°C and 10% of CH, concentration (Stgp-
niewska et al. 2013).

The studies conducted by Koélbener and co-authors
(2010) in the peatlands in southern Sweden showed the
relationship between methane emissions and vegetation
covering the study area. It was shown that the total daily
CH, efflux from Eriophorum sp. was 7.42x107 g m?,
while the CH, emission associated with Sphagnum sp.
was only 2.204x10~ g m2. They recorded that the meth-
ane emissions from an area covered with Eriophorum
latifolium (broad-leaved cotton grass), Potentilla palus-
tris (marsh cinquefoil), Carex rostrata (beaked sedge),
Anthoxanthum odoratum (sweet vernal grass), Carex
elata (tufted-sedge) and Carex acutiformis (lesser pond
sedge) were five times higher when compared with
the control area without plants (K&lbener et al. 2010).

Chen et al. (2008) demonstrated that the removal of
Calluna (heather) plants from the studied area caused
a decline in the methane-uptake capacity from the soil
and a five-fold decline in the soil methanotrophic micro-
organisms. Methane emissions from peatland areas de-
scribed by Goraj and her colleagues (2013) indicate an
increased net emission of methane into the atmosphere
from the areas where vegetation was dominated by Vac-
cinium sp. (bilberry) and Carex sp. (sedge). Emissions
from these areas were higher by, respectively, 26% and
2%, compared with the emissions from the areas after
removal of plants. The opposite trend was observed in
the areas dominated by Eriophorum sp. (cotton grass)
and Sphagnum sp. where a decline in methane net
emission was recorded, and the emission was lower by,
respectively, 25% and 10%, compared with the areas
without vegetation.

Also, changes in the emission level in individual sea-
sons of the year were recorded. In spring, the process of
methane oxidation in all studied areas was more intense
(except for Carex sp.), while in summer and autumn the
intensity of methanogenesis and methanotrophy in the

same areas varied. The seasonal changes in plant spe-
cies composition were related to the reduction of meth-
ane emissions from peatlands and were influenced not
only by the lower temperature, but also by the physio-
logical condition of plants. Due to the poorer plant con-
ditions resulting from the end of the growing season, the
functioning of methanotrophic bacteria associated with
plants was less favourable, and thus limitation of the
transport of gases through the plant was noted (Goraj
etal. 2013).

3. Summary

The conversion of methane in peatland ecosystems is
complex. Net emission of this gas depends on the inten-
sity of methanogenesis and methanotrophic processes,
as well as on the floristic composition and association of
methanotrophs with peatland vegetation. A comprehen-
sive approach to the issue of the impact of wetland veg-
etation, especially peatland, on methane emissions will
allow highlighting their significance and at the same
time providing a more accurate assessment of peatland
plant communities as natural reducers of methane. The
presented issues are indispensably linked with the glob-
al problem of an increased greenhouse effect, which is
particularly important for environmental protection. The
studies conducted in this direction may be useful for the
calculation of a carbon emission balance from peatlands
and assessment of the role of the vegetation cover in
reducing of methane concentrations in the atmosphere.
An increase in the concentration of greenhouse gases
such as CH,, causes an increase in temperature (one
molecule of methane has the same radiation effect as 21
carbon dioxide particles) that, in turn, increases the ac-
tivity of methanotrophs. Peatlands, therefore, can func-
tion as natural CH, reservoirs with a high methane and
carbon dioxide fixing ability. Due to a steady increase
in the concentration of greenhouse gases resulting from
human activity, the protection of peatland ecosystems
appears to be justified and necessary. It appears that not
only vegetation but also the associated microorganisms
play a significant role here. Specific associations inten-
sifying the CH, to CO, oxidation effect and fixing of
carbon in the process of photosynthesis are one of the
important factors emphasising the role of peatlands in
climate change. The relationships between peatland
vegetation and the identification of vast biodiversity of
methanotrophic bacteria contribute to the knowledge of
natural capabilities of those valuable areas. In addition,
the natural ‘plant-methanotrophs’ systems decide on
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the applicability of wetland vegetation as reducers of
methane concentrations in environmental cleanup tech-
nologies such as phytoremediation systems, especially
rhizofiltration, in inter alia wastewater treatment plants,
on waste dumps or land earmarked for re-cultivation of
mainly the post-mining areas. The knowledge of both
the ‘plants—methanotrophs’ endophytic symbionts and
methanotrophic bacteria in the form of a biofilm on the
root surface as well as of the colonisation of the root
zone of plants by methane-oxidising bacteria can lead to
various possibilities of application.
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