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1.  INLEIDING 

In  de  u i t scheidingsprodukten van wor te ls  van p lanten  komen s toffen  
voor ,  d ie  z ich  b i j  langdur ig  te len  op dezel fde  oploss ing kunnen opho­
pen.  Een aanta l  van deze  s toffen  z i jn  fenol ische  verbindingen.  Soms 
komen ook a ldehyde-  en  carboxylzuurgroepen in  de  verbindingen voor .  In  
pr incipe  kunnen het  echter  zeer  verschi l lende typen organische  verbin­
dingen z i jn .  Ten opzichte  van de  gewasgroei  kunnen deze  s toffen  zowel  
remmend a ls  s t imulerend z i jn .  Ook kan er  sprake  z i jn  van s toffen  die  
de  opname van spoorelementen beïnvloeden.  Deze invloed kan voor  sommi­
ge  pos i t ief  en  voor  andere  negat ief  z i jn .  Hier  worden de  resul ta ten  
van een aanta l  publ ikat ies  op d i t  gebied vermeld .  Dezel fde  soor t  s tof ­
fen  z i jn  ook gevonden in  water ige  ext rac ten  van veen- ,  moeras-  of  bos­
gronden.  Via  spect rofotmetr ische  react ies  of  gaschromatograf ie  i s  het  
mogel i jk  de  fenol ische  en andere  verbindingen te  bepalen.  Via  gewasex­
per imenten za l  he t  mogel i jk  z i jn  de  invloed van ophoping b i j  ges lo ten  
tee l ten  beter  in  te  schat ten .  Als  snel lere  tes tmethode z i jn  echter  een 
aanta l  b io tes tmethoden ontwikkeld .  
In  een eerder  vers lag  (PTG '90-62)  werd ook aandacht  bes teed aan u i t ­
scheidingsprodukten van p^anteworte ls .  Daar  g ing het  meer  over  s tof fen  
die  spoorelementen a ls  Fe complex b inden en  de  invloed op de  opname.  
In  dat  vers lag  werd ook aandacht  geschonken aan enkele  gegevens  over  
onder l ing remmende invloed van p lanten  van dezel fde  soor t  en  van ver­
schi l lende soor ten  onder l ing (a l le lopathie) .  Zo wordt  daar  remming van 
a s p e r g e  d o o r  d e z e l f d e  s o o r t  v e r m e l d .  H i e r  g a a t  h e t  m e e r  s p e c i a a l  o m  
fenol ische  verbindingen en organische  zuren.  

2 .  AARD VAN DE STOFFEN EN HUN WERKING 

Zo onderzochten Ja la l  en  Read (1988)  een aanta l  phytotoxische  s toffen  
u i t  heidegrond,  d ie  door  Cal luna  u i tgescheiden worden.  In  tabel  1  
wordt  een aanta l  door  hen vermelde  s toffen  genoemd.  

Tabel  1 .  Verbindingen aangetoond in  de  Cal lunagrond.  In  ^ ig/100 g  droge grond.  

Aromat ische  zuren Al i fa t i sche  zuren 

benzoëzuur  30 - J  50 3-hydroxyoctaan zuur  50 -2000 
p-methoxybenzoëzuur  90 • 540 8-hydroxyoctaan zuur  0  -1250 
o-hydroxybenz o  ë  z  uu r  50 • 1200 hydroxydecaan zuur  15 -  740 
vani l l inezuur  1C0 • 550 8  -hydroxynonaanzuur  30 -  770 
syr inginezuur  35 • D20 8-e thoxydecaanzuur  0  -2500 
p-cumarinezuur  0  • 280 8-hydroxydecaanzuur  125 -3000 
ferul inezuur  0  - 800 

Ui t  Ja la l  and Read,  1983 .  

Groei reduct ies  met  d i t  soor t  s tof fen  i s  geconsta teerd .  Zo i s  dat  he t  
geval  voor  sa l icylzuur  dat  b i j  een concentra t ie  van 0 ,01 mM b i j  tarwe 
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remming veroorzaakt .  
Onder  varens  kwamen gehal ten  voor  van 0 ,04;  0 ,05;  0 ,04 en  0 ,004 mM p-
hydroxybenzoëzuur ,  vani l l inezuur ,  cumarinezuur  en  ferul ine  zuur  voor .  

Gr imval l  e t  a l .  (1990)  c i teer t  onderzoek,  waarbi j  fenol ische  a ldehyden 
erg  fy totoxisch genoemd worden (ext rac t ies  in  water  vooral  van moeras­
grond en  coniferenbos  b leek s terk  groei remmend in  een wor te l tes t ) .  

Paul  & Mc Laren (1981?)  geven de  s t ructuur  van een groot  aanta l  feno­
len  u i t  veenextrac ten ,  waarvan sommige groei remmend z i jn .  Enkele  
s t ructuren worden in  f iguur  1  weergegeven.  Di t  soor t  s tof fen  kan in  
potgronden een invloed op p lanten  ui toefenen.  

Wang,  e t  a l .  (1967)  geven ook een opsomming van fenol ische  verbinding­
en,  d ie  de  p lantegroei  remmen.  

Ofosu-Budu (1990)  noemt  ammonia  a l s  u i tscheidingsprodukt  b i j  sojaboon.  

Wojcik-Wojtkowiak e t  a l  (1990)  noemen ook een aanta l  fenolen a ls  toxi ­
sche  u i tscheidingsprodukten b i j  ver ter ing van weefse ls  van rogge.  Van 
deze  s toffen  wordt  een s terk  remmende invloed beschreven.  

Scehovic  (1990)  beschr i j f t  fenolen in  weideplanten.  In  sommige p lanten  
z i jn  de  gehal ten  aan oplosbare  fenolen en  polymere  fenolen erg  hoog 
(meer  dan 10 g /kg) .  Als  deze  p lanten  vergaan komen deze  fenolen in  het  
organisch mater iaa l .  De fenol ische  verbindingen d ie  door  deze  auteur  
vermeld  wordt  z i jn  l igninen,  tannine  en  eenvoudige  fenolen.  

Göhler  beschreef  reeds  in  1967 remming b i j  langdur ige  tee l t  van tomaat  
en  komkommer.  In  de  gebruikte  gr indcul tuur  t rad  b i j  tomaat  wor te lscha-
de  op.  De remming werd gevonden b i j  toevoeging van verse  wor te ls  en  
van ext rac ten .  Toevoeging van verdund waters tofperoxyde kon de  remming 
grotendeels  tenie t  doen.  Ook chloorkalk  (CaOCl-)  had een dergel i jk  ef ­
fec t  .  

Worte lexudaten van p lanten bevat ten  een groot  aanta l  s toffen ,  waaron­
der  remmende kunnen z i jn .  Zo beschr i j f t  Vancura  e t  a l  (1972)  s tof fen  
in  worte lexudaten.  Naast  een vr i j  groot  aanta l  p lantevoedende s toffen  
a ls  aminozuren en  suikers ,  z i jn  er  ook organische  zuren.  Sommige h ier ­
van zoals  oxaalzuur  da t  in  worte lexudaat  van komkommer in  re la t ief  ho­
ge  concentra t ies  voorkomt,  kunnen in  pr incipe  de  gewasgroei  remmen.  
Uren en  Reisenauer  (1988)  beschr i jven in  worte lexudaten van p lanten 
organische  zuren,  s iderophoren en  a l le lopathische  verbindingen.  

Young e t  a l .  (1989)  beschr i j f t  een aanta l  fenol ische  verbindingen -
meest  reeds  eerder  genoemd -  in  gronden waarop tarwest ro  i s  toegepast .  
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In  f iguur  2 en  3  z i jn  resul ta ten  weergegeven van de  toxic i te i t  van een 
aanta l  fenol ische  carbonzuren en  de  remming in  de  groei  van een aanta l  
gewassen.  Concentra t ies  van 100 mg.kg in  watercul tuur  gaven een aan­
z ienl i jke  remming te  z ien .  Het  onder l ing verschi l  in  de  invloed van de  
s toffen  i s  n ie t  groot .  

3 .  ANALYTISCH-CHEMISCHE BEPALING VAN FENOLEN EN ORGANISCHE ZUREN 

Indien or iënterend onderzoek a ls  resul taa t  zou hebben dat  in  ges lo ten  
tee l t  in  bepaalde  geval len  remming opt reedt  dan heef t  he t  z in  om ana­
lyses  te  doen in  de  geconcentreerde  voedingsoploss ingen.  
Het  za l  be langr i jk  z i jn  om methoden te r  beschikking te  hebben d ie  met  
eenvoudige  middelen een beeld  geven van de  fenolen en  organische  zu­
ren .  Aangezien he t  zure  s toffen  bet ref t  kan een eers te  s tap  z i jn  aan 
zuren van de  voedingsoploss ing en  ext rac t ie  met  een organisch oplos­
middel .  Subst ra ten  a ls  veen kunnen het  bes te  met  NAOH-oploss ingen ge­
ëxt raheerd  worden.  Scheiding kan p laa tsvinden v ia  gaschromatograf ie ,  
v loeis tofchromatograf ie ,  papierchromatograf ie  en  dunne- laagchromato-
graf ie .  Ook kan een to taa l f rac t ie  ' fenol ische  verbindingen '  nut t ig  
z i jn  om te  bepalen.  Detect ie  kan b i jvoorbeeld  gebeuren v ia  uv-absorp-
t ie  en v ia  k leur ing met  een reagens  en  met ing van de  l ichtabsorpt ie .  
Infraroodabsorpt ie  kan informat ie  geven over  fenolgroepen,  carboxyl-
zuurgroepen,  enzovoor t .  
Een vr i j  u i tgebre id  schema voor  ext rac t ie  en  g lobale  scheiding van fe­
nolen,  zoals  beschreven door  Scehovic  (1990) ,  i s  in  f iguur  4  weergege­
ven.  Voor  de  de tec t ie  wordt  h ier  gebruik  gemaakt  van k leurreact ies .  
Ja la l  en  Read (1983)  beschr i jven een methode d ie  toegepast  wordt  op 
heidegrond.  Extrac t ie  gebeur t  met  a lcohol ische  loog.  Zuiver ing kan 
p laa tshebben door  overbrengen in  een organisch oplosmiddel ,  ex t rac t ie  
met  NaHCO^-oploss ing en  opnieuw ext rac t ie  met  een organisch oplosmid­
del  na  aanzuren.  Dunne- laagchromatograf ie  wordt  toegepast  om te  schei ­
den.  De de tec t ie  gebeur t  h ier  met  uv- l icht .  Bi j  kwant i ta t ieve  schei ­
dingen wordt  gaschromatograf ie  toegepast .  
Vancura  e t  a l .  (1972)  bepalen een reeks  organische  zuren,  waaronder  
oxaalzuur  met  papierchromatograf ie .  
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Figuur  4 .  Analyseschema voor  de  bepal ing van een aanta l  fenolf rac t ies .  
Scehovic  (1990) .  

Young e t  a l .  (1989)  analvseren ta rwe en  r i j s tgronden in  verband met  
fy to toxic i te i t .  Het  door hen toegepaste  schema i s  in  f iguur  5 weerge­
geven.  Vooral  met  de  extractie bi j  pH -  8 worden fenolen meegeëxtra-
heerd .  De de tec t ie  die in dat onderzoek wordt  gebruikt  i s  een biotes t .  
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Wang,  Yang,  Chuang (1967)  beschr i jven een papierchromatograf ische  me­
thode.  Ident i f ica t ie  heef t  p laa ts  v ia  bes t ra l ing  met  u l t raviole t  l icht  
of  bespui t ing  met  gediazoteerd  p-ni t ra l ine  of  gediazoteerd  sul fanyl-
zuur .  
Ook Wojcik-Wojtkowiak (1990)  tonen fenolen op papier  onder  uv- l icht  
aan.  
Bauer  en  Treut ter  (1990)  gebruiken v loeis tofchromatograf ie  voor  schei ­
ding.  Di t  i s  een vr i j  bewerkel i jke  methode.  Bi j  papierchromatograf ie  
gebruiken ze  onder  andere  d iphenylboorzuur-3-amino-ethyles ter  1% in  
methanol  p lus  5% polyethyleenglycol  400.  
Het  i s  dus  mogel i jk  door  ext rac t ies  d ie  gebruik  maken van de  zure  e i ­
genschappen van fenolen een ruwe afscheiding te  kr i jgen.  Detect ie  kan 
gebeuren door  k leurreact ies  a ls  de  *)  Fol in-Cioal teu-react ie .  Verder  
kan gebruik  worden gemaakt  van de  speci f ieke  adsorpt ie  in  het  uv van 
de  fenolgroep.  Door  he t  grote  aanta l  s tof fen  in  dergel i jke  ext rac ten  
i s  deze  methode echter  n ie t  erg  se lec t ief .  De enige  methode i s  dan een 
verdere  zuiver ing.  Met  se lec t ieve  absorpt iekolommen kan d i t  nog vr i j  
eenvouding,  verdergaande scheiding met  gas-  of  v loeis tofchromatograf ie  
i s  vr i j  bewerkel i jk .  

*)  Het  reagens  volgens  Fol in-Ciocal teu  i s  een reagens  op fenolen,  da t  be­
rus t  op oxydat ie .  De fenolen worden daarbi j  omgezet  van fenol  in  chi -
non.  De k leur  gaat  van geel  naar  b lauw.  Het  i s  phosphowolfraam molyb-
deen reagens .  



CONCLUSIE 

In  d i t  vers lag  worden gegevens  vermeld  over  fenol ische  verbindingen.  
Di t  z i jn  aromat ische  verbindingen met  een -OH groep,  vaak in  combi­
nat ie  met  a ldehydegroepen ( -  of  carboxylzuurgroepen (-COOH).  
Deze verbindingen kunnen de  p lantegroei  remmen,  voorbeelden h iervan 
z i jn  vermeld .  
De fenol ische  kunnen vr i j  gemakkel i jk  ge ïsoleerd  worden gebruikmakend 
van de  zure  e igenschappen van de  fenolgroep.  Extrac t ie  kan gebeuren 
met  verdunde a lkal i ,  b i jvoorbeeld  verdunde NaOH-oploss ing.  Hierui t  
kunnen de  fenolen weer  ge ïsoleerd  worden na  aanzuren door  ext rac t ie  
met  een organisch oplosmiddel  a ls  e ther .  
De fenolen kunnen met  h ier  vermelde  k leurreact ies  worden bepaald .  
De remming kan worden ge tes t  met  k iemtes ten ,  groei  van zaai l ingen of  
wor te l tes tmethoden.  
De prakt ische  betekenis  h iervan b i j  het  langdur ig  te len  op dezel fde  
oploss ing i s  nog n ie t  duidel i jk .  Met  eenvoudige  b io logische  tes tmetho 
den en  g lobale  i so la t ie  zou h ier  echter  gemakkel i jk  een beeld  van ver  
kregen worden.  Indien werkel i jk  ef fec ten  zouden worden gevonden,  zou 
u i tgebre ider  onderzoek z invol  z i jn .  
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Testmethoden voor de remmende of stimulerende stoffen. 

Carbal le i ra  (1980)  

Ui t  Leather  & Einhel l ig  (1988)  

Ui t  Grimval l ,  e t  a l .  (1990)  

Samples  of  p lant  mater ia l  and the  associa ted  soi l  were  repeatedly  
ext rac ted  wi th  methanol .  The ext rac ts  were  concentra ted  to  dryness  under  
vacuum,  redissQlved in  d is t i l led  water ,  ac id i f ied  to  pH 2.5with^2_\_HCl .  and 
ext rac ted  wi t l i  su l iunc  pther .  lhe  e ther  f rac t ion was  then reextrac ted  us ing a  
sa tura ted  aquWas-sOÜium aceta te  solut ion.  After  ac id i f ica t ion,  organic  

;  compounds  were  separa ted  wi th  e ther .  
Chromogenic  react ions  on paper  a n d  th in- layer  chromatography as  wel l  

as  UV spect rophotometry  were  used to  isola te  and ident i fy  phenol ic  
compounds ,  compar ing the  resul ts  obta ined wi th  those  of  s tandards  of  the  
pure  samples .  

Seed Germination Bioassaxs. The inhibi t ion  (or  s t imula t ion)  of  seed ger­
minat ion has  been die  most  widely  used bioassav for  the  determinat ion of  a l le­
lopathic  ac t iv i ty .  However ,  the  seed germinat ion process  is  probably  the  leas t  
unders toodjM al l  p lant  funct ions  (Leather ,  1987) .  Seed germinat ion begins~with  
imbibi t ion  of  water  and ends  w i th  the  prot rus ion of  the  radic le  through the  tes ta .  
Radic le  e longat ion is  by  ce l l  extens ion only  and does  not  involve  ce l l  d iv is ion.  
The biochemical  events  associa ted  wi th  germinat ion are  not  wel l  def ined and 
may only  be  prepara tory  for  the  mobi l iza t ion of  reserves  for  seedl ing growth.  
Thus ,  def in i t ive  conclus ions  of  a l le lopathic  mechanisms in  seed germinat ion 
bioassays  are  l imi ted  but  mav involve  membrane a l tera t ion,  resul t ing  in  loss  of  
metabol i tes  and the  abi l i ty  to  es tabl ish  the  necessary  osmot ic  potent ia l  for  ce l l  
e longat ion (Kol ler  and Hadas .  1982) .  Other  processes ,  such as  a l tera t ion of  the  
phytochrome control  of  germinat ion,  may a lso  be  ef fec ted .  We found that  some 
natura l ly  occurr ing vola t i le  compounds  s t imula ted  the  dark  germinat ion of  
Rumex  sp .  tha t  normal ly  require  pos t imbibi t ional  l ight  (French and Leather .  
1979) .  Other  per turbat ions  f rom al le lochemicals  of  seed germinat ion processes  
niay  be  involved,  but  we must  awai t  fur ther  knowledge of  the  b iochemical  events  
that  occur  dur ing seed germinat ion that  a re  d i rec t ly  re la ted  to  the  germinat ion 
process .  

The greates t  problem that  af fec ts  the  veraci ty  of  seed germinat ion bioas-
s ays  resul ts  f rom the  manner  in  which the  b ioassav is  conducted.  Anderson and 
Loucks  (1966)  emphasized the  impor tance  of  the  solut ion osmot ic  potent ia l  
w hen tes t ing  p lant  ext rac ts ;  however ,  few repor ts  on  a l le lopathic  ef fec ts  con­
fe r  this  precaut ion (Leather  and Einhel l ig ,  1986) .  Weidenhamer  e t  a l .  (1987)  

repor ted  that  the  number  of  seeds  re la t ive  to  the  solut ion volume used in  a  seed 
germinat ion bioassay was  a  fac tor  in  the  resul ts  obta ined.  They found that  the  
amount  of  ferul ic  ac id  avai lable  to  each seed inf luenced the  germinat ion,  ra ther  
than the  concentra t ion of  chemical  in  the  tes t  so lu t ion.  In  conduct ing th is  
research,  care  was  taken to  prevent  anaerobic  condi t ions  by submers ion of  the  
seeds  in  water .  We have found repor ts  in  the  l i te ra ture  of  a l le lopathic  ac t ion 
where  the  inves t igators  germinated the  tes t  species  in  volumes of  solut ion that  
were  20 t imes  the  amount  required  for  opt imum germinat ion wi thout  anaero-
bios is .  
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Blum et  a l .  (1984)  offer  recommendat ions  for  rhe  s tandardiza t ion of  ger-
mination bioassavs. However, their results are based on radicle growth subse­

quent  to  germinat ion and per turbat ions  a t  any of  the  s tages  of  germinat ion and 
growth may have ef fec ts  on  any subsequent  s tage .  Nonetheless ,  the i r  observa­
t ions  regarding pH.  microbia l  contaminat ion,  photolabi l i ty  of  a i le lochemical ,  
and loss  of  tes t  compound are  very  impor tant  when conduct ing germinat ion 
b ioassavs .  Our  recent  review on th is  subject  out l ines  addi t ional  precaut ions  that  
should  be  observed when conduct ing seed germinat ion bioassavs  (Leather  and 
Einhel l ig .  1986) .  

Radicle Elongation Bioassays. Radic le  e longat ion is  a  more  sens i t ive  assay 
for  a l le lochemicals  than seed germinat ion (Leather  and Einhel l ig ,  1985:  Ein­
hel l ig .  1986) .  Like  seed germinat ion,  radic le  e longat ion is  ext remely  sens i t ive  
to  h igh (100 mosmol)  osmot ic  potent ia ls  of  solut ions ,  and concentra t ions  of  
pur i f ied  ext rac ts  must  be  evaluated  pr ior  to  assay (Bel l .  1974) .  Genera l ly ,  the  
radic le  i s  complete ly  dependent  upon the  seed (cotyledon)  reserves  for  growth 
in  the  dark ,  and precaut ions  must  be  taken to  separa te  ef fec ts  upon the  seed and 
the  mobi l iza t ion of  s torage  mater ia l  by  the  a i le lochemical  dur ing or  immedia te ly  
fo l lowing germinat ion.  Blum et  a l .  (1984)  repor ted  that  surface  s ter i l iza t ion of  
seeds  wi th  sodium hypochlonde modif ied  radic le  growth.  Thus ,  as  previously  
noted,  care  must  be  taken to  minimize  ear ly  ef fec ts  of  the  a i le lochemical  upon 
the  seed that  may a l ter  subsequent  radic le  growth.  

The accuracy of  resul ts  obta ined f rom the  measurement  of  radic les  e lon­
gat ing in  Pet r i  d ishes  is  ques t ionable .  Few such radic les  e longate  on a  s t ra ight  
course ,  and precise  measurements  are  di f f icul t .  We have found that  removing 
the  radic le  f rom seed germinated in  Pet r i  d ishes  and thoroughly  drying to  a  
constant  weight  g ives  accura te  resul ts  wi th  smal l  s ta t i s t ica l  e r r o r  (Leather  and 
Hurtt, unpublished). Parker (1966) described a method to determine herbicide 
uptake  and effec ts  on  radic le  e longat ion.  We modif ied  th is  method to  use  pre-
germinated seed placed between chromatography sandwich pla tes  tha t  are  main­
tained at a 45° angle, thus having straight radicles for measurement 
Addi t ional ly ,  th is  method a l lows only  the  radic le  to  be  in  contact  wi th  the  tes t  
chemical  solut ion (Leather  and Einhel l ig ,  1985) .  

Radic le  e longat ion does  af ford  greater  poss ib i l i t ies  for  mechanism s t u d i e s  

than seed germinat ion.  I t  i s  par t icular ly  sui ted  for  determining effec ts  of  a l le­
lochemicals  on  hormones  responsible  for  ce l l  growth.  Radic le  e longat ion a lso  
a l l o w s  evaluat ion of  a i le lochemical  ef fec ts  on  respi ra t ion and cel l  d iv is ion.  

Seedling Growth Bioassays. Seedl ing growth bioassays  are  ext remely  ver­
sa t i le  but  require  a  greater  quant i ty  of  chemical  than is  usual ly  avai lable  dur ing 
ini t ia l  i so la t ion and ident i f ica t ion of  a l le lochemicals .  These  bioassays  usual ly  
have greater  sens i t iv i ty  and provide  the  bas is  for  a  var ie ty  of  mechanism s tud­
ies ,  such as  nutr ient  uptake ,  water  re la t ions ,  and photosynthes is ,  but  here  again ,  
i t  i s  d i f f icul t  to  determine the  pr imary s i tes  and mechanisms of  ac t ion of  the  
a i le lochemical .  

Blum and col leagues  (Blum and Dal ton,  1985;  Blum et  a l .  1985a.b) .  used 
leaf  expansion of  cucumber  seedl ings  grown in  nut r ient  cul ture  to  determine the  
mechanism of  ac t ion of  ferul ic  ac id  and i t s  microbia l  metabol ic  products .  In  
these  repor ts ,  they s t ress  the  impor tance  of  moni tor ing the  loss  of  a i le lochemical  
through absorpt ion,  microbia l  breakdow n,  or  o ther  mechanisms,  inc luding d is­
socia t ion of  the  chemical  in  so lut ions  of  changing pH values .  

Using a  sorghum (Sorghum) seedl ing bioassay.  we found that  
[ l 4 C)sal icycl ic  ac id  was  rapidly  taken up f rom the  nutr ient  so lut ion in  which the  
seedl ing was  growing,  and i t  was  dis t r ibuted throughout  the  seedl ing wi th in  24 
hr  af ter  t rea tment  (unpubl ished resul ts ) .  Such rapid ,  widespread t rans locat ion 
severe ly  l imi ts  the  ut i l i ty  of  seedl ing growth bioassays  for  p inpoint ing pr imary 
s i tes  or  mechanisms of  a i le lochemical  ac t ion.  
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The Cucumber Root Bio-assay 

Seeds of field cucumber (Weibull Favor) were placed in a Petri dish on a piece of 
filter paper (Munktell 1410) moistened with the water to be tested. After 3 days in 
darkness at 22°C and 70% humidity, 10 seedlings of average size were selected and rolled 
into wet filter paper. The paper roll was put into a 300 ml beaker with 50 ml of the water 
sample, and the seedlings were grown for 4 days at 24°C and 70% humidity. Photoperiod 
(10,000 lux) was 10-12 h per day. After 2 days in the climate room, another 50 ml of the 
water sample was added. At the end of the bioassay, the paper roll was unrolled and the 
root length was measured for each seedling. Root discolouration, gf rfM k*"™ 
and other visible root injuries were noted. Each water sample was tested in two of the 
described seedling paper rolls. 
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