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Note de lecture

Les chapitres I, Ill, et IV de ce manuscrit sont rédigés sous formes d’articles. lls contiennent une
introduction en francais expliquant I'objectif du chapitre, puis I'article. Les chapitre Il et IV contienne un
seul article, le chapitre Il est divisé en deux articles.

Les références bibliographiques sont situées a la fin de chaque chapitre ou article. Les articles
contiennent des tableaux et des figures annexes, dont la numérotation est précédée d’un S (par exemple
Figure S1), qui se trouvent a la fin de chaque article, juste avant les références bibliographiques.

Le chapitre annexe VI est déconnecté de l'objectif principal de la thése et ne fait donc pas partie
intégrante du manuscrit.



Résumé

Le recyclage des résidus organiques (RO) en agriculture pourrait permettre de limiter I'utilisation des
ressources minérales de phosphore (P), a condition de déterminer leur efficacité pour fournir du P aux
cultures. L'objectif de ce travail était donc d’étudier les mécanismes déterminant |'effet des RO apportés
au sol sur la biodisponibilité du P pour la plante (phytodisponibilité). Ce travail a été basé sur cing essais
de terrain a La Réunion, fertilisés sur une décennie avec des fertilisants organiques ou minéraux, et sur
des expérimentations d’incubations en conditions contrélées et de cultures de plantes en pot. Le P
inorganique (Pi) et organique (Po) disponible du sol a été déterminé par des extractions (eau, Olsen), la
technique des diffusive gradients in thin films (DGT) et la dilution isotopique associée a des membranes
échangeuses d’ions. La capacité de sorption en Pi des sols a été évaluée avec des courbes de sorption. Le
P phytodisponible a été déterminé en mesurant le P prélevé par la plante. Dans les différents types de
sol (andosol, andique cambisol, nitisol et arenosol), I'apport de RO a augmenté le Pi disponible
relativement au Po, suggérant que la minéralisation du Po issu des RO n’est pas un facteur limitant la
disponibilité du Pi. Les RO ont augmenté le Pi disponible principalement par I'augmentation du pH du sol
et par conséquent la diminution de sa capacité de sorption de Pi. Le P phytodisponible a augmenté avec
le Pi disponible du sol, mais a diminué avec I'augmentation du pH du sol. Au-dela de la dose de P, I'effet
de l'apport de RO a long-terme sur la phytodisponibilité du P semble principalement controlé par
I’évolution induite du pH du sol.

Mots-clés : phosphate, indicateur de disponibilité, engrais, carbone organique, Matiére fertilisante
d’origine résiduaire (Mafor), Coefficient de partitionnement solide-solution (Kd)

Abstract

Application of organic residues (OR) on agricultural soils could reduce the use of mineral phosphorus
(P) fertilizers, but this implies to determine the efficiency of OR to meet crop requirements. We thus
aimed to study mechanisms determining the effects of OR on P bioavailability to plants
(phytoavailability). Our work was based on five field trials with decadal organic or mineral fertilization
located in Réunion island, and on incubations and plant growth experiments under controlled conditions.
Available inorganic P (Pi) and organic P (Po) was determined using extractions (water, Olsen), the
diffusive gradients in thin films technique (DGT) and the isotopic dilution associated to anion exchange
membranes (Eaen). Phytoavailable P was determined as the plant P uptake. Soil Pi sorption capacity was
determined using sorption curves. For all soil types studied (andosol, andic cambisol, nitisol, and
arenosol), RO increased mainly available Pi and had few effects on available Po, which suggests that
mineralization of Po applied with RO does not limit Pi availability. Application of RO increased available Pi
mainly by increasing soil pH and consequently by decreasing soil Pi sorption capacity. Phytoavailable P
increased with soil available Pi, but decreased with increasing soil pH. Our work suggests that except the
dose of P applied, effect of RO on P phytoavailability depends mainly on soil pH changes induced.

Keywords: phosphate, soil P test, organic carbon, organic wastes, solid solution partitioning coefficient
(Kd)
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Introduction générale

1. Nécessité de recycler les résidus organiques en agriculture

Maintenir la fertilité des agrosystémes

Les plantes prélévent les éléments nutritifs nécessaires a leur développement principalement dans le
sol, grace a leurs racines. En agriculture, une partie des plantes cultivées est exportée pour la
consommation humaine ou animale ; les éléments nutritifs prélevés par les cultures ne sont donc pas
totalement restitués au sol. Sans apport extérieur, le sol s’appauvrit alors au fur et a mesure des cultures
se succédant ; la fertilité du sol, pouvant étre définie comme étant « la qualité d’un sol lui permettant de
fournir des éléments nutritifs en quantités adéquates et équilibrées entre elles pour assurer la croissance
de plantes ou de cultures données » (Fardeau, 2015) diminue. L'apport d’engrais sur les sols cultivés est
donc essentiel afin de maintenir la fertilité des sols cultivés.

Faire face a la pénurie de phosphore minéral

Trois nutriments sont majoritairement prélevés par les plantes en termes de quantité : I'azote, le
phosphore (P) et le potassium (Marschner, 1995). Dans les pays en voie de développement, le
rendement des cultures peut étre limité par un manque de phosphore, et beaucoup d’agriculteurs n’ont
pas les moyens de se procurer des engrais minéraux pour pallier a ce manque (Mew, 2016). Dans les
pays occidentaux, I'épandage d’engrais minéraux constitue en revanche la principale voie de fertilisation
en phosphore. Cependant leur utilisation doit étre remise en question. Ces engrais sont fabriqués a partir
de minerais naturels, donc a partir d’'une ressource épuisable, dont la répartition est fortement inégale
sur la planéte. Le Maroc, la Chine et les Etats-Unis produisent a eux seuls 85% de ces engrais.
L’épuisement des minerais, associé au déséquilibre de leur répartition géographique, peut créer des
dépendances et des tensions entre les Etats. De plus, leurs extraction, conditionnement et transport
consomment de I'énergie en grande partie sous forme fossile. Une hausse mondiale du prix des engrais
est donc prévisible dans les années a venir (Elser et Bennet, 2011) ; les pays occidentaux seront donc
également confrontés a une pénurie de phosphore minéral.

Tirer parti du phosphore accumulé dans les sols agricoles

L'épandage excessif d’engrais minéraux et organiques dans les pays occidentaux a induit une
accumulation de P dans les sols de certaines régions, principalement les régions d’élevage (Sattari et al.
2012). D’un c6té, cette accumulation présente un risque pour I’environnement. Le phosphore accumulé
peut en effet étre perdu, notamment par ruissellement, lixiviation ou lessivage, et conduire a une
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pollution des eaux et un risque d’eutrophisation (Schoumans et al. 2014) ; le probleme des algues vertes
qui a commencé a se manifester dans les années 1970 en Bretagne en est un exemple. D’un autre c6té,
ce phosphore accumulé peut étre prélevé par les plantes, et peut ainsi permettre de limiter I'utilisation
d’engrais minéraux. Néanmoins, les plantes ne parviennent pas a prélever la totalité du phosphore
accumulé dans les sols. Un des enjeux actuels majeurs dans les pays occidentaux autour de la fertilisation
en phosphore est donc d’améliorer I'utilisation par les plantes du phosphore accumulé dans le sol par la
fertilisation passée (Menezes-Blackburn et al., 2017).

Recycler les résidus organiques en agriculture

Les résidus organiques correspondent aux déchets issus d’étres vivants, a savoir les effluents
d’élevage, les résidus de cultures, les déchets d’origine urbaine comme les boues de station d’épuration,
ou encore les déchets agro-industriels. Ces résidus sont généralement riches en phosphore, et
pourraient donc remplacer les engrais minéraux ; néanmoins les mécanismes gouvernant la dynamique
de P dans les sols fertilisés avec les résidus organiques sont complexes et leur efficacité pour fournir du
phosphore aux cultures reste encore mal connue (Faucon et al., 2015). Les résidus peuvent modifier les
propriétés biologiques et physico-chimiques des sols, et ainsi modifier la dynamique de P (Haynes and
Mokolobates, 2001). Ces modifications engendrent d’'un coté des difficultés a comprendre de facon
générique l'efficacité des résidus organiques ; d’'un autre c6té les modifications de la dynamique de P
engendrées dans le sol pourraient permettre d’augmenter le prélevement de P par les plantes (Menezes-
Blackburn et al., 2017). Ainsi, I'épandage de résidus organiques semble étre une voie particulierement
pertinente a explorer pour répondre au double enjeu de substituer les engrais minéraux et ainsi faire
face a leur future pénurie mondiale, et d’améliorer le prélevement du phosphore accumulé dans les sols.

2. Recyclage des résidus organiques en agriculture a La Réunion

Etudier I'efficacité des résidus organiques dans différents contextes pédo-climatiques

L’efficacité d’un résidu organique peut dépendre du type de sol sur lequel il est apporté et des
conditions climatiques qui peuvent jouer sur sa minéralisation (Esco Mafor, 2014). A La Réunion,
différents types de sol aux propriétés bien marquées se distinguent (Feder, 2013). La capacité a fixer le
phosphore est tres forte dans les andosols, mais semble bien plus faible pour d’autres types de sol
présents sur I'lle (Truong et al.,, 1974). L'lle présente par ailleurs des conditions climatiques trés
contrastées, avec selon les régions des précipitations moyennes allant de 500 a 10 000 mm an, et des
températures annuelles moyennes de 10 a 28 °C (météo-France, 2017). La Réunion parait donc
constituer un terrain pertinent pour étudier I'efficacité des résidus organiques en tant qu’engrais P dans
différents contexte pédo-climatiques, et pour comprendre de facon générique les mécanismes liés a
cette efficacité.
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Identifier les résidus organiques a La Réunion

A I'échelle d’un territoire, le recyclage des résidus organiques en agriculture nécessite d’une part
d’identifier et de quantifier les résidus disponibles. A La Réunion, d’importantes quantités de résidus
organiques sont produites, au total 1 142 000 t de matiere brute par an (MVAD). La majorité des résidus
sont d’origine animale (66% de la masse produite), principalement des lisiers de bovin, des lisiers de porc
et des fumiers de volaille ; d’origine urbaine (17%), principalement des boues de station d’épuration des
eaux usées (STEU) et des déchets verts ; ou d’origine agro-industrielle (17%), principalement des sous-
produits de la canne a sucre.

Ces résidus organiques représentent des déchets dont la gestion demeure problématique sur I'ile.
L'augmentation de la population et la progressive mise aux normes des STEU engendrent une constante
augmentation de la quantité de boues produites sur I'lle. Par ailleurs, le programme DEFI
(Développement de I'Elevage et des Filieres des Interprofessions) a pour objectif d’augmenter la
production de viande sur I'lle (DAAF), la quantité d’effluents d’élevage a épandre risque donc également
d’augmenter dans les années a venir. Les effluents d’élevage et sous-produits de la canne sont déja
utilisés pour amender ou fertiliser les sols canniers. Les boues de petites stations d’épuration sont
également épandues, néanmoins quand la production annuelle d’'une STEU est trop importante,
I’épandage est interdit par un arrété préfectoral. C'est par exemple le cas de la STEU de la communauté
intercommunale du Nord de la Réunion, qui produit environ 4300 t de boues par an.

Etudier I'efficacité des résidus organiques en tant qu’engrais phosphaté a La Réunion

Le recyclage des résidus organiques sur un territoire nécessite d’autre part d’étudier les risques
environnementaux ou sanitaires liés a leur épandage, et d’étudier leur efficacité en tant qu’engrais. A La
Réunion, le phosphore est I'’élément limitant I'épandage (doses et fréquences) des boues de STEU et de
certains effluents d’élevage relativement tres riches en P, les pertes de P vers les eaux pouvant présenter
un risque de pollution. Dans une note de cadrage rédigée a la demande de la direction de
I'environnement, de I'aménagement et du logement (DEAL) de la Réunion (Van de Kerchove et al. 2011),
il a été conseillé sur la base de criteres agronomiques et environnementaux que I'épandage des boues
sur les sols canniers soit limité pour chaque apport a une dose satisfaisant au maximum 3 ans de besoins
en P de la canne a sucre. La possibilité d’épandre les boues a des doses supérieures a celles conseillées
dans la note de cadrage reste une question d’actualité, toutefois I'efficience agronomique et I'absence
d’impact négatif sur I'environnement de ces pratiques doivent étre démontrés. Il devient alors
nécessaire d’étudier le devenir du P apporté avec ces résidus organiques sur le sol, et ainsi d’étudier
I’efficacité agronomique des résidus organiques en tant qu’engrais P.

Certains résidus organiques sont considérés comme moins efficaces qu’un engrais chimique de
référence pour fournir du P aux cultures. Un coefficient équivalent engrais en P peut alors étre défini, il
correspond a la fraction du phosphore présent dans le résidu directement assimilable pour la culture.
Dans le guide de la fertilisation organique a La Réunion (Chabalier et al., 2006), le coefficient des fientes
de volaille est par exemple estimé a 65% et celui des boues de station d’épuration a 85%. Ces
coefficients ont été définis d’'une part car une part du P dans les résidus organiques est sous forme

12



organique et potentiellement non assimilable par la plante, et d’autre part car on considére qu’une part
du P inorganique peut étre moins disponible que le Pi d’un fertilisant minéral soluble. Les coefficients
équivalents engrais utilisés a La Réunion sont basés sur des données métropolitaines et ne prennent pas
en compte l'effet des résidus organiques sur les propriétés physico-chimiques du sol ; ils méritent donc
d’étre remis en question.

Etudier l'efficacité des résidus organiques selon la modalité d’épandage

La canne a sucre occupe prés de 60% des surfaces agricoles a La Réunion, les sols canniers
représentent donc une surface intéressante pour I'’épandage de résidus organiques sur I'ile (Fillols et
Chabalier, 2007). La canne est une culture semi-pérenne. Les parties aériennes sont coupées une fois par
an, et repoussent a partir des rhizomes. La canne est replantée en moyenne tous les 7 ans. L'apport de
fertilisants sur la canne peut donc d’une part s’effectuer avec un apport massif au moment de la
replantation, ce qui permet leur enfouissement. L'apport de fertilisants peut d’autre part s’effectuer
chaque année a une dose plus faible apres la coupe, mais les fertilisants sont alors apportés en surface.
L'apport de fertilisant en une fois semble plus pratique a réaliser, il est néanmoins nécessaire de
déterminer si cette modalité d’apport est efficace pour fournir du P a la canne sucre pendant plusieurs
années.

Evaluer les conseils de fertilisation en phosphore a La Réunion

Les conseils de fertilisation en P a La Réunion sont actuellement basés sur |'outil SERDAF (Systeme
Expert Réunionnais D’Aide a la Fertilisation), qui prend d’une part en compte le niveau de
P assimilable du sol et d’autre part son pouvoir fixateur. A partir du croisement du niveau de P
assimilable et du pouvoir fixateur, I'outil indique le niveau de disponibilité de P dans le sol et propose
pour la canne a sucre une dose annuelle d’engrais P a apporter au sol sur les cycles successifs de culture.

L’outil présente néanmoins des limites. Le niveau de P assimilable est déterminé a partir du P extrait
avec la méthode Olsen-Dabin (Dabin, 1967) et du type de sol. La méthode Olsen-Dabin utilise un
extractant trés agressif (mélange de NaHCO; et NH4F) et le P extrait semble peu représentatif du P
réellement disponible pour les cultures (Morel et Fardeau, 1987). Par ailleurs, la typologie des sols
utilisée par l'outil est basée sur une ancienne et incertaine cartographie de I'lle. Une nouvelle
cartographie a été mise a jour dans la zone ouest de I'lle (Feder et Bourgeon, 2009), mais elle doit encore
étre établie sur le reste du territoire. Le pouvoir fixateur attribué a chaque type de sol semble également
assez incertain par manque de données.
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L’objectif scientifique général de la thése est donc d’étudier I’effet d’apports de résidus organiques
sur la dynamique du phosphore dans les sols agricoles de la Réunion et de déterminer leur efficacité
pour la nutrition en phosphore des plantes. Cette these vise également a apporter des éléments de
réponses aux objectifs opérationnels suivants i) déterminer la pertinence de la méthode utilisée a La
Réunion pour les conseils de fertilisation en P, ii) déterminer les éléments permettant de caractériser
I'efficacité des résidus organiques en tant qu’engrais phosphatés sur les sols réunionnais, et iii)
déterminer 'efficacité d’un apport massif de fertilisant a la replantation pour fournir du P a la canne
sucre pendant plusieurs années.
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|. Syntheése bibliographique et stratégie de recherche

1. Synthese bibliographique - Effets de I’apport de résidus organiques
sur la (phyto)disponibilité du phosphore dans les sols

Dans le sol, la disponibilité et la phytodisponibilité du phosphore (P) sont dépendantes des formes et
des quantités de P présentes. Nous nous intéresserons donc dans un premier temps a la spéciation du P
dans le sol, puis a la dynamique du P, qui permet le passage du P entre les différentes formes (Figure 1).
Ces éléments nous permettront ensuite de mieux appréhender la disponibilité et la phytodisponibilité du
P dans les sols.

Dans les résidus organiques, le phosphore peut également se trouver sous différentes formes. Nous
nous intéresserons donc dans un second temps au phosphore présent dans les résidus organiques. Nous
nous intéresserons ensuite a I'effet des résidus organiques sur la spéciation et la dynamique du P dans le
sol. Enfin nous aborderons la disponibilité et la phytodisponibilité dans des sols ayant recu des résidus
organiques.

1.1. Spéciation du phosphore dans les sols
1.1.1. Définition de la spéciation

La spéciation du phosphore correspond a sa répartition entre les différentes formes chimiques
présentes. Dans le sol, le P est présent au sein de différents pools; on peut schématiquement en
distinguer cinqg (Figure 1) : 1) le P présent dans la solution du sol, 2) le P sorbé aux minéraux de la phase
solide du sol, 3) le P précipité sous formes minérales, 4) le P présent dans la matiére organique inerte, 5)
le P présent dans les microorganismes.

La quantité totale de P dans le sol peut étre déterminée par exemple par calcination puis
minéralisation avec des solutions concentrées d’acide fluorhydrique (HF), perchlorique (HCIO4) et
nitriqgue (HNOs) (ISO 14869-1). Néanmoins, la mesure du P total ne donne aucune indication sur la
répartition du P entre les différents pools. Une unique analyse chimique permettant de déterminer
I’ensemble des formes de P présentes dans le sol au sein de chaque pool est impossible. Déterminer la
spéciation du P implique donc de mesurer le P dans des pools définis opérationnellement, en fonction de
la méthode d’analyse employée (Kruse et al., 2015).
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Figure 1 Représentation du cycle du phosphore dans le sol. Le phosphore est schématiquement
réparti entre cing pools. Les fleches indiquent les mécanismes permettant de passer d’un pool a
I'autre ; Pi : phosphore inorganique ; Po : phosphore organique (D’apres Kruse et al., 2015).

a

Pi et Pi sorbés aux Po dansla matiére
minéraux organique inerte

Pi précipité sous

forme min¢rale microorganismes

1.1.2. Le phosphore dans la solution du sol

La solution du sol est le lieu de prélevement du P par les racines, qui prélévent a priori uniguement le
P sous formes d’ions orthophosphates (H,PO4, HPOs* ou POys) dissout dans la solution. Il est possible
d’extraire la solution de sol et de déterminer sa concentration en P, mais cela nécessite une importante
qguantité de sol pour un faible volume extrait. Dans la majorité des études, la concentration en Pi dans la
solution du sol est alors estimée en réalisant une extraction a un ratio solide:liquide 1:10, avec de I'eau
ultra pure (Christian Morel et al., 2014) ou une solution de CaCl, 102 M ou 103 M (Six et al., 2012).

Dans la solution du sol ou I'extrait la représentant, on peut distinguer et quantifier le phosphore
inorganique (Pi) et le phosphore organique (Po), qui correspond au P contenu dans des molécules
contenant au moins une liaison covalente entre un atome de carbone et un autre atome. La quantité de
Pi est déterminée par spectrométrie, aprés ajout de bleu de Molybdéne ou de vert de malachite, qui
forment un complexe coloré avec le Pi. Le P total de I'extrait est généralement mesuré par spectroscopie
de masse (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS). La quantité de P organique
correspond alors a la différence entre le P total et le Pi. La majorité du Pi mesuré par colorimétrie
correspond aux ions orthophosphates dissouts, une part peut néanmoins correspondre a du Pi colloidal
(Van Moorleghem et al., 2011).
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Dans les sols, la quantité de P présent dans le pool de la solution est tres faible comparée au P total
(environ 0,02 mg L%, soit 0,1% du P total du sol). La répartition entre le Pi et le Po dans la solution du sol
semble tres variable selon le type de sol et son historique de fertilisation, la proportion de Pi allant de 20
a 99%. Cette répartition reste néanmoins rarement déterminée dans la solution du sol, alors que ce pool
joue un réle majeur dans le prélevement de P par les racines (Kruse et al., 2015).

1.1.3. Le phosphore sorbé et/ou précipité avec les constituants de la phase solide

Les pools de P sorbé et de P précipité avec les constituants de la phase solide du sol représentent la
quasi-totalité du P dans le sol. De nombreuses techniques existent afin d’identifier et de quantifier de
maniéere plus ou moins précise tout ou partie du P présent dans ces pools. Nous présentons ici certaines
de ces techniques couramment utilisées.

1.1.3.1. Répartitions entre phosphore inorganique et organique aprés des
extractions séquentielles

Afin d’extraire le P du pool sorbé et/ou précipité avec les constituants de la phase solide, la
technique des extractions séquentielles est souvent utilisée, la plus fréquente étant celle de Hedley
(Cross and Schlesinger, 1995). Cette méthode utilise différents extractants ayant une agressivité
croissante afin de séparer le P sorbé en plusieurs fractions, dont la mobilité est décroissante: le P
extractible par résine, par du bicarbonate (NaHCO3), par de I’'hydroxyde de sodium (NaOH), par de I'acide
chlorhydrique (HCI), et par un mélange d’acide sulfurique (H,SO,) et de peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
Les fractions de P obtenues avec les extractions séquentielles correspondent a des fractions plus ou
moins labiles, mais ne peuvent réellement étre attribuées au phosphore sorbé ou précipité a un type de
minéral particulier.

La proportion de chaque fraction par rapport au P total varie fortement selon le type de sol. Le P
présent dans les fractions les plus labiles (extrait par résines et par NaHCOs) représente généralement
une faible proportion du P total du sol (environ 5%), la fraction de P extrait par NaOH varie de 5 a 25%, et
celle extrait par HCl de 1 a 66% (Cross and Schlesinger, 1995). La répartition entre le Pi et le Po au sein de
chacune de ces fractions varie également fortement en fonction du type de sol, de son historique de
fertilisation et de son mode d’occupation (Huang et al., 2017 ; Negassa and Leinweber, 2009).

1.1.3.2. ldentification précise et quantification des molécules de phosphore dans
un extrait NaOH-EDTA

Une distinction précise des molécules de P présentes dans une phase liquide peut étre réalisée par
spectroscopie NMR-3'P (nuclear magnetic resonance). La spectroscopie NMR-3!P est le plus souvent
utilisée aprés une unique extraction par un mélange de NaOH (0,5 M) et d’EDTA (0,1 M) (Darch et al.,
2014), qui peut extraire le P sorbé, le P précipité et le P de la matiére organique inerte. Le pourcentage
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de P extrait avec cette méthode par rapport au P total est généralement fort (72% + 4) (Stutter et al.,,
2015), mais varie fortement selon les types de sols, pouvant allant de 2 a 100% (Huang et al., 2017).

Le Pi peut représenter de 35% a 70% du P total extrait par NaOH-EDTA, proportion variant selon le
type de sol, leur mode d’occupation et leur historique de fertilisation (Darch et al., 2014). La majorité du
Pi dans les extraits de sols par NaOH-EDTA est sous forme d’ions orthophosphates, le reste sous forme
d’autres ions, comme les polyphosphates inorganiques (par exemple le pyrophosphate P,0;*), ou sous
forme de phosphates de calcium, d’aluminium ou de fer (par exemple la strengite FePO, — 2H0).

Le Po dans les extraits NaOH-EDTA est principalement sous forme d’inositol hexakisphosphate, avec
en moyenne 40% dans les sols sous climat tempéré (Darch et al., 2014). Des formes de phosphodiesters
regroupant par exemple les phospholipides ou les acides nucléiques, et des polyphosphates organiques
regroupant par exemple I’ADP et I’ATP sont également présentes.

1.1.3.3. ldentification précise et quantification du phosphore par spectroscopie
XANES

Le P sorbé et/ou précipité avec les minéraux du sol peut étre déterminé sur phase solide par
spectroscopie XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure). Cette technique est sensible et sélective
pour les espéces majoritaires (> 10%), mais présente une faible résolution due a la similitude des signaux
obtenus avec différentes especes, notamment avec les espéces organiques. La spectroscopie XANES est
donc majoritairement utilisée pour déterminer la spéciation du P inorganique fixé aux phases minérales
(Doolette and Smernik, 2010).

Le P inorganique sorbé et/ou précipité avec les minéraux est sous différentes formes de phosphates
(PO,) précipités avec du calcium (Ca), de I'aluminium (Al), ou du fer (Fe). Parmi les formes précipitées
avec le Ca, on distingue par exemple du phosphate de monocalcium (Ca(H,PQ,)2 . H,0) ou de I’'hydroxy-
apatite (Cas(PQ4)30H). Le phosphate précipité avec I'aluminium peut par exemple étre sous forme de
variscite (AIPO, . 2H,0) et celui avec le fer sous forme de strengite (FePO, . 2H,0), ou de vivanite
(Fes(POa), . 8H,0) (Kruse et al., 2015). Plus d’une centaine de minéraux phosphatés ont été dénombrés.

1.1.4. Le phosphore dans la matiére organique inerte et les microorganismes

Il est possible de déterminer la quantité totale de P organique dans le sol, par différence entre la
qguantité totale de P, et la quantité totale de P inorganique. La quantité totale de P est déterminée apres
oxydation de la matiére organique et digestion par un acide. La quantité totale de P inorganique est
déterminée sans oxydation de la matiere organique. Cette méthode ne donne cependant aucune
information sur la répartition de ce P organique au sein des différents pools, qui peut aussi bien se
trouver sorbé aux constituants minéraux du sol qu’au sein des microorganismes vivants.
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Comme évoqué ci-dessus, l'identification et la quantification du Po peuvent étre réalisées dans
I’extrait NaOH-EDTA, qui peut extraire tout ou partie du Po de la matiere organique inerte, du Po sorbé
et du Po précipité aux constituants minéraux du sol. Les formes de P organiques sont plus complexes que
les formes de Pi et peuvent étre regroupées en quatre catégories principales : les phosphomonoesters,
les phosphodiesters, les polyphosphates organiques et les phosphonates. Le P organique a jusqu’alors
fait I'objet de bien moins d’études que le P inorganique, et la nature chimique de certaines formes de P
organique présentes dans les sols reste peu claire (McLaughlin et al., 2011).

La proportion de P dans les microorganismes, qui peut étre déterminée par une technique de
fumigation/extraction, est généralement faible comparé a la totalité du P organique du sol (2 — 5%), mais
peut étre plus forte sous prairie ou foréts.

1.2. Dynamique du phosphore dans les sols

1.2.1. Sorption et désorption

1.2.1.1. Définition

La sorption et la désorption correspondent ici a la liaison ou la séparation du P, contenu dans la
solution, aux constituants de la phase solide du sol. Les molécules de Pi et de Po sont sujettes a la
sorption et désorption (Berg and Joern, 2006), néanmoins la majorité des études concernent celles du Pi,
d’une part car sa détermination est plus simple, et d’autre part car le Pi est la forme prélevée par les
racines. La sorption du Pi sur les constituants de la phase solide du sol peut étre divisée en deux
étapes (Figure 2) : i) la réaction initiale et rapide d’adsorption du Pi sur les surfaces de charges variables ;
le Pi présent dans la solution est chargé négativement et peut donc étre adsorbé sur des surfaces
chargées positivement, comme les (hydr)oxydes de métal ou les argiles (Gérard, 2016); ii) la lente
diffusion a I'état solide du Pi adsorbé selon un gradient électrochimique, a I'intérieur des particules
adsorbantes (Barrow, 2015).

La désorption du Pi se produit majoritairement via un échange avec d’autres anions, comme des
oxalates ou des citrates, qui peut avoir lieu lorsque la concentration en Pi dans la solution du sol diminue
ou que la concentration d’autres anions y augmente. La quantité de Pi désorbé peut différer de la
quantité de Pi sorbé en un méme temps, ce qui correspond au phénomeéne d’hystérése (Barrow and
Debnath, 2014).
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Figure 2 Les deux étapes de la sorption du phosphore inorganique (Pi) dans le sol (d’apres Barrow,
2015).
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1.2.1.2. Mesure des capacités de sorption et désorption

Les courbes de sorption et de désorption du Pi d’'un sol peuvent étre déterminées. La courbe de
sorption est dans un premier temps réalisée, en ajoutant des solutions contenant différentes
concentrations connues en Pi au sol. Apres agitation pendant une période d’équilibration, la quantité de
Pi sorbé est déterminée par différence entre les concentrations initiale et finale en solution. La courbe de
désorption du Pi est réalisée dans la foulée, en mélangeant les sols qui ont sorbés du Pi a de l'eau
pendant une méme période d’équilibration. La quantité de Pi désorbé correspond au Pi final en solution
(Barrow and Debnath, 2014). La relation entre le Pi sorbé ou désorbé et le Pi en solution est ensuite
modélisée par une équation de Freunlich ou de Langmuir. Les parametres des modeles peuvent étre
utilisés pour comparer les capacités de sorption ou de désorption entre plusieurs sols. Le plus souvent,
seule la courbe de sorption est déterminée, car elle fournit des informations a la fois sur les capacités de
sorption et de désorption du sol (Barrow, 2008) (Figure 3).

Le pouvoir tampon en Pi du sol correspond a la capacité du sol a modérer les changements de
concentration en Pi dans la solution, lorsque du Pi est ajouté ou retiré du sol. Le pouvoir tampon du sol
joue donc sur I'étendue de la sorption et de la désorption. Il est généralement déterminé a partir de la
pente de la tangente de la courbe de sorption a une concentration en Pi en solution donnée (Figure 3),
par exemple a 1mg L (Barrow, 2008).

La capacité maximum de sorption du Pi peut étre déterminée a partir des paramétres estimés de
modeles des courbes de sorption avec I'équation de Langmuir (Barrow, 1978). Dans des sols peu altérés,
elle peut également étre estimée par la somme des quantités d’aluminium et de fer extractibles a
I’oxalate (Alox + Feox), pondérée par un coefficient (souvent 0,5), qui représente les sites réactifs pour le
Pi dans le sol (Beauchemin and Simard, 1999).
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Figure 3 Courbes de sorption de deux sols, modélisés par une équation de Freundlich modifiée
(Barrow, 2008) : Pi sorbé = a C° - g. Le paramétre g représente le Pi qui pourrait désorber quand la
concentration en Pi dans la solution tend vers 0. Le pouvoir tampon est estimé a partir de la pente
de la tangente 8 1 mg L%, égale au produit a x b.
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1.2.1.3. Variation des capacités de sorption et désorption des sols

La nature des minéraux présents dans le sol, due a la roche mére et a son évolution, influence les
capacités de sorption et de désorption en Pi du sol. La capacité de sorption augmente ainsi avec la
teneur en minéraux réactifs avec le phosphore, principalement avec les (hydr)oxydes de fer et
d’aluminium, tels que la gibbsite ou la goethite, et les minéraux argileux, tels que la kaolinite ou l'illite. La
capacité d’adsorption du Pi propre a chaque minéral augmente avec sa surface spécifique. La capacité
d’adsorption des minéraux argileux étant partiellement cristallisés ou ayant une structure particuliére,
tels que les imogolites ou les allophanes, peut dépasser celle des (hydr)oxydes de fer et d’aluminium
cristallisés (Gérard, 2016). A La Réunion, les andosols sont particulierement riches en imogolites
partiellement cristallisés, ce qui leur confére de forte capacité de sorption du Pi (Levard et al., 2012).

Le pH influence fortement les capacités de sorption et de désorption des sols (Ziadi et al., 2013).
Certains constituants du sol ont en effet des charges a leur surface variables en fonction du pH, et donc
une affinité pour le Pi variable. Les travaux étudiant I'effet du pH sur I’affinité du Pi pour un minéral
précis montrent généralement une relation sorption Pi - pH ayant I’allure d’une cloche. Lorsque le pH est
égal a celui du point de charge nul (PZC) d’'un minéral, la quantité de charge positive et négative est
similaire ; en dessous du PZC la charge nette est positive ; au-dessus du PZC la charge nette est négative.
Le PZC des oxydes de fer et d’aluminium, est a un pH de I'ordre de 6-8, et leur charge diminue quand le
pH augmente. Les minéraux argileux ont également des charges variables en fonction du pH. La relation
capacité de sorption — pH dans un sol est donc tres difficile a estimer, puisque dépendante de la
proportion de chaque minéral présent et de leur surface spécifique (Gérard, 2016). Les études portant
sur I'effet du pH sur les sols montrent généralement que la capacité de sorption du Pi diminue quand le
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pH augmente. Lorsque le pH augmente, la quantité de charges positives a la surface des constituants
solide du sol diminue, ce qui diminue I’affinité pour le Pi dissout dans la solution du sol, qui est chargé
négativement (Figure 4) (Barrow et al., 2017).

Figure 4 Effet du pH du sol sur la sorption de phosphore inorganique (Pi) (d’apres Barrow, 2017) ;
sorption dans un sol a un faible pH (a) et dans un sol a un fort pH (b).
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Le pH peut également modifier la sorption car I'ionisation de I'ion phosphate change avec le pH,
passant de la forme HPO,% a des pH proches de la neutralité, 8 H,PO4 a pH acides. L'ion H,PO, forme
une seule liaison avec la surface solide (complexe monodentale), alors que HPO4* peut établir deux
liaisons (complexe bidentate), (Barrow et al., 2017).

L'effet du pH sur la désorption semble encore plus complexe. A partir d’'un pH 7, la désorption
augmenterait avec I'augmentation de pH, ce qui est I'inverse de la sorption et donc logique. Dans ce cas,
le gradient de concentration du Pi induirait le mouvement du Pi des particules de sol vers la solution. En
revanche, pour des pH inférieurs a 7, la désorption diminuerait quand le pH augmente, ce qui ne serait
donc pas due au gradient chimique induit par le déplacement du Pi vers la solution. Dans ce cas, la baisse
de désorption avec le pH serait due a une répulsion du Pi ayant diffusé a l'intérieur des particules pour
rejoindre la surface, dont les charges négatives augmentent (Barrow, 2017).

Le P organique peut également étre sorbé a la surface des constituants de la phase solide du sol.
L'affinité des sols change selon les molécules et peut étre plus forte pour certaines molécules de Po,
comme l'inositol hexaphosphate (IP6), principale molécule de Po présente dans les sols, que pour le Pi
(Berg and Joern, 2006). La forte affinité des minéraux du sol pour I'lP6 pourrait étre due a ses multiples
groupements phosphates (jusqu’a six). Il peut donc exister une compétition entre le Pi et le Po pour les
mémes sites de sorption et la présence d’IP6 peut réduire la sorption du Pi (Anderson et al., 1974).
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1.2.2. Précipitation et dissolution

La précipitation correspond a la liaison entre deux éléments a l'intérieur d’une phase liquide,
pouvant ainsi former un nouveau minéral. Les ions phosphates peuvent ainsi former de nouveaux
minéraux en précipitant avec des atomes métalliques comme le calcium (Ca), le fer (Fe) ou I'aluminium
(Al). La dissolution représente le mécanisme inverse. L'équilibre précipitation-dissolution est dépendant
du pH, de la concentration en Pi et de la concentration en métaux. La distinction entre la précipitation et
la pénétration du Pi dans les particules de sol semble peu claire (Hinsinger et al., 2011).

1.2.3. Minéralisation et immobilisation

La minéralisation correspond a la transformation du P organique en P inorganique, I'immobilisation
représente la transformation inverse. Deux types de transformations peuvent étre distingués dans la
minéralisation du P, d’une part les transformations biochimiques, qui se déroulent en dehors des
microorganismes et qui sont controlés par les enzymes présentes dans la solution, d’autre part les
transformations biologiques du P, qui se déroulent a I'intérieur des microorganismes, et qui dépendent
principalement de leur besoin en énergie (en carbone) (Jones and Oburger, 2010). Les différentes formes
de Po peuvent étre minéralisées plus ou moins rapidement, les acides nucléiques sont par exemple
rapidement minéralisés, re-synthétisés et incorporés a la biomasse microbienne. Les inositols de
phosphates sont quant a eux moins mobiles et moins disponibles pour la minéralisation biochimique ou
biologique (Darch et al., 2014), ils forment en effet fréquemment des polymeéres ou complexes insolubles
avec des protéines ou des lipides qui le rende peut disponible (Jones and Oburger, 2010).

1.3. Disponibilité du phosphore dans les sols

1.3.1. Définition de la disponibilité

Le P disponible représente la fraction du P total du sol pouvant potentiellement étre prélevé par les
racines des plantes (Ziadi et al., 2013). Les racines prélévent uniquement les ions phosphates dissouts
dans la solution, qui représentent une tres faible part du P total du sol (environ 0,1%). La solution peut
néanmoins étre réapprovisionnée au cours de son appauvrissement. Le P disponible correspond ainsi
aux ions phosphates en solution et au P pouvant réapprovisionner la solution lors de son
appauvrissement.
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1.3.2. Mécanismes gouvernant la disponibilité

Les différents mécanismes permettant de passer d’un pool de P vers le Pi de la solution du sol (Figure
1) sont potentiellement susceptibles de participer au réapprovisionnement de la solution du sol. Dans la
majorité des sols agricoles avec un intensif passif de fertilisation, une large part du P est présent sous
forme de Pi sorbé aux constituants minéraux de la phase solide du sol. Le réapprovisionnement de la
solution en Pi du sol est donc principalement di a la désorption du Pi (Ziadi et al., 2013). La dissolution
du Pi jouerait un role mineur (Syers et al., 2008), certaines études montrent néanmoins que le Pi dans les
sols calcaires avec un long historique de fertilisation est majoritairement précipité avec du calcium
(Beauchemin et al., 2003), ce qui suggére que sa dissolution pourrait contribuer au réapprovisionnement
de la solution dans ces sols (McLaughlin et al., 2011).

La minéralisation permet de transformer le Po en Pi. Cette transformation est essentielle dans le
cycle du P dans tous les sols, mais ce n’est pas le mécanisme limitant la disponibilité du P dans les sols
agricoles. En effet, le Pi produit par la minéralisation est sorbé aux minéraux de la phase solide du sol, et
c’est donc la sorption qui limite le réapprovisionnement de la solution. La contribution relative de la
minéralisation semble néanmoins plus forte dans les sols non cultivés et peut atteindre 10% du Pi
réapprovisionnant la solution en un jour (Oehl et al., 2004).

1.3.3. Mesure du phosphore disponible

1.3.3.1. Mesure du P inorganique dans la solution du sol

Le Pi peut étre mesuré dans la solution du sol. L’extraction de la solution du sol nécessite néanmoins
une grande quantité de sol pour un faible volume de solution extrait. Dans la majorité des études, la
concentration en Pi dans la solution du sol est alors estimée en réalisant une extraction a un ratio
solide:liquide 1:10, avec de I’eau pure (Christian Morel et al., 2014) ou une solution de CaCl, 10"*M (Six et
al., 2012).

1.3.3.2. Estimation du P inorganique pouvant réapprovisionner la solution du sol

Considérant que la désorption du Pi contribue majoritairement au réapprovisionnement de la
solution, les études cherchent a estimer la quantité de Pi sorbé aux constituants de la phase solide,
pouvant étre désorbés. La technique de dilution isotopique permet de déterminer précisément la
quantité de Pi sorbé pouvant étre échangé avec le Pi de la solution du sol en un temps donné (Fardeau et
al., 1991). Cette technique consiste a introduire une quantité connue d’un isotope radioactif du Pi (par
exemple 32Pi) dans le systéme sol-solution a I’équilibre, avec un ajout de biocide pour inhiber I'action des
microorganismes, puis a mesurer la concentration de 3?Pi restant en solution aprés un temps donné. La
différence entre la quantité de 3?Pi introduit et la quantité de 32Pi restant en solution correspond a la
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guantité échangée. Cette technique nécessitant I'utilisation d’isotope radioactif n’est néanmoins pas
utilisable en routine.

Des extractions chimiques du sol avec des solvants plus ou moins agressifs sont souvent utilisés en
routine afin d’estimer la quantité de Pi sorbé aux constituants de la phase solide du sol. La relation entre
la quantité de P extrait par une méthode et le rendement des cultures, ou la quantité de P prélevé par
les cultures est déterminée localement. Cette relation permet de déterminer des valeurs seuils de P
extrait pour les conseils de fertilisation. Il existe une douzaine de méthodes a travers le monde; en
France les méthodes Dyer, Joret-Hébert et Olsen sont fréquemment utilisées ; alors qu’aux Etats-Unis
par exemple, ce sont principalement les méthodes Mehlich-3, Olsen, Bray-1, Morgan, et Morgan
modifiée (Ziadi et al., 2013). A La Réunion, la méthode Olsen-Dabin est utilisée. Cette méthode avait été
mis au point pour déterminer la disponibilité du phosphore dans des sols tropicaux ayant de forte
capacité de sorption, les concentrations de Pi extraites avec la méthode Olsen étant souvent proches des
limites de détection des méthodes de dosage utilisées a I'époque. Les mécanismes ou réactions se
déroulant au cours des extractions sont flous et les quantités de Pi extraites correspondent a du Pi
pouvant étre échangé avec le Pi de la solution, mais aussi a du Pi peu susceptible de I'étre (Morel and
Fardeau, 1987) (Figure 5). Avec la méthode Olsen, utilisant une solution de carbonate de sodium
(NaHCO3) 10°M a un pH 8,5, on suppose que le Pi extrait provient de I'échange avec les ions HCOs"
ajoutés. Parmi les différentes méthodes d’extraction utilisées en routine, la méthode Olsen pourrait
fournir le meilleur indicateur de la quantité de Pi susceptible d’étre prélevé par une plante (Fardeau,
2015).

Figure 5 Représentation du pouvoir d’extraction de différentes méthodes utilisées pour estimer le
Pi disponible du sol (D’aprés GEMAS).
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Deux autres techniques permettant d’estimer le réapprovisionnement de la solution sont basées sur
le mécanisme de la désorption. D’une part la technique de DGT (Diffusive Gradients in Thin Films) sur
phase solide, consiste a mettre en contact une résine contenant des oxydes de fer avec la surface du sol
pendant un temps donné, au cours duquel le Pi diffuse entre le sol et la résine (Mason et al., 2005). Cette
technique est néanmoins difficilement utilisable en routine car colteuse et chronophage. D’autre part,
I’extraction avec de I'eau et des résines anioniques chargées de HCOs™ peut étre utilisée. Aprés le temps
d’extraction, la quantité de Pi fixé aux résines en échange des ions HCOs est mesurée. La technique des
résines échangeuses est utilisable en routine, mais plus chronophage qu’une simple extraction.

1.3.3.3. Variations du phosphore disponible selon les sols

La quantité de P total peut varier de 300 & 9000 kg ha* dans I’horizon 0-0,25 m selon les sols (Esco
Mafor 20142). La quantité de Pi dissout dans la solution est en moyenne égale a 0,2 mg L}, et la quantité
de Pi pouvant réapprovisionner la solution du sol en un an est en moyenne égale a 29,8 kg ha (Ziadi et
al., 2013). Les quantités de Pi en solution et de Pi pouvant la réapprovisionner ne varient pas
linéairement en fonction de la quantité de P total dans le sol.

Dans les sols agricoles, la quantité de P disponible varie en fonction de la quantité de P du sol (Morel
et al., 2013), mais également en fonction de sa capacité de sorption (Ziadi et al., 2013). La concentration
de Pi dissous varie entre 0.001 mg L™ dans des sols tropicaux acides trés réactifs vis-a-vis du Pi, jusqu’a
plus de 1 mg L dans des sols de régions tempérées fertilisés avec excés. La disponibilité varie donc en
fonction des propriétés du sol jouant sur sa capacité de sorption, telles que la nature des minéraux
présents, la texture et le pH, mais également en fonction de I'historique de fertilisation. La disponibilité
augmente avec la quantité de P accumulé dans le sol au cours du temps au fur et a mesure des apports
de fertilisants (Bai et al., 2013). Il existe une forte interaction entre le type de sol et I'historique de
fertilisation sur la disponibilité du P, il est donc souvent difficile de distinguer leurs effets respectifs
(Huang et al., 2017).

1.4. Phytodisponibilité du phosphore

1.4.1. Définition de la phytodisponibilité

Le P phytodisponible correspond au P réellement prélevé par la plante provenant du sol
(Harmsen, 2007). Le P phytodisponible dépend du P disponible du sol, mais également de la présence de
la plante, notamment des modifications des conditions de la rhizosphére induites par la plante
(Hinsinger, 2001).
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1.4.2. Mesure de la phytodisponibilité

Déterminer la quantité de P prélevé nécessite de mesurer la biomasse séche des parties aériennes
et/ou des racines des plantes, ainsi que leur concentration en P. La plante séchée est broyée, calcinée
puis digérée dans une solution acide (souvent un mélange d’acide nitrique et sulfurique). La
concentration en P total de la solution acide est ensuite mesurée par spectroscopie de masse (ICP-MS)
ou d’émission optique (ICP optical emission spectroscopy, ICP-OES ; ICP atomic emission spectrometry,
ICP-AES). Le P prélevé correspond a la biomasse multipliée par la concentration, moins le P issu de la
graine. Le P issu de la graine peut étre négligeable si la plante s’est développée suffisamment longtemps
et si le sol contient suffisamment de P disponible.

1.4.3. Effet de la plante sur les mécanismes gouvernant la phytodisponibilité du
phosphore

1.4.3.1. Effets de la plante sur la sorption et la désorption

Les cellules racinaires, les mycorhizes qui les colonisent, ainsi que les microorganismes
rhizosphériques peuvent libérer des ions H* ou OH/HCO5 et induire d’importants changements de pH
dans la rhizosphére. Ces changement de pH peuvent modifier la sorption ou la désorption du Pi par les
constituants du sol au niveau de la rhizosphere (Gahoonia and Nielsen, 1992 ; Shen et al., 2011). Les
plantes sont par ailleurs capables de libérer des anions organiques (citrate ou malate), particulierement
dans les situations de stress, notamment lors d’'une carence en Pi. Ces anions organiques peuvent entrer
en compétition avec le Pi pour les mémes sites de sorption, et donc augmenter la désorption du Pi. Une
plus forte désorption peut alors conduire a une plus forte quantité de P phytodisponible. La quantité et
le type d’anions organiques excrétés varient fortement selon les espéces et les variétés de plantes
(George et al., 2010).

1.4.3.2. Effets de la plante sur la minéralisation du P organique en P inorganique

Les modifications des conditions de la rhizosphére peuvent également jouer sur la minéralisation. En
cas de déficience en Pi, les plantes et les microorganismes rhizosphériques peuvent libérer des enzymes
(phosphatases) dans le milieu, qui permettent I'hydrolyse du Po en Pi (George et al., 2010), ce qui
pourrait augmenter la quantité de P phytodisponible.
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1.5. Phosphore dans les résidus organiques

Les résidus organiques correspondent ici aux résidus issus d’étres vivants. lls correspondent aux
effluents d’élevage brut ou compostés, aux résidus végétaux bruts ou compostés, et aux boues de
station d’épuration.

1.5.1. Teneur en phosphore total des résidus organiques

La teneur en P total varie selon le type de résidu organique. Selon une récente expertise, les
teneurs en P total sont croissantes entre des résidus d’origine bovine, porcine et avicole (Esco Mafor
2014b) et varient de 0,2 a 17,5 g kg de matiére brute et atteignent en moyenne 10 g kg de matiére
seche. Concernant les boues de station d’épuration d’origine urbaine, leur teneur en P varie fortement
en fonction des eaux usées qui parviennent a la station et en fonction des traitements qui sont
appliqués. D’aprés la méme expertise, leur teneur en P total varie de 0,2 3 9,6 g kg de matiére brute et
sont en moyenne égales a 19 g kg de matiére séche.

1.5.2. Spéciation du phosphore dans les résidus organiques

Le P présent dans les résidus organiques d’origine animale est en grande majorité sous forme
inorganique. La proportion de Pi dans les résidus d’origine animale se situe autour de 60 — 70% (Darch et
al., 2014; Toor et al.,, 2006), pouvant parfois atteindre 90%. Cette proportion varie en fonction de
I’animal et de son régime alimentaire. Concernant les boues de station d’épuration, la majorité du P est
aussi sous forme inorganique, la proportion de Pi variant de 56 a 100% selon le traitement en station
(Guivarch, 2001). Le Pi dans les résidus organiques est principalement sous forme d’orthophosphates
(Annaheim et al., 2015; Turner and Leytem, 2004), alors que le Po est majoritairement sous forme
d’inositol hexakisphosphate (Darch et al., 2014; Toor et al., 2006).

1.5.3. Solubilité du phosphore dans les résidus organiques

Le phosphore présent dans les résidus organiques peut se trouver en solution ou étre associé aux
constituants solides du résidu. La proportion de P en solution comparé au P total varie selon les résidus,
elle peut varier de 0,01 a 50% dans les boues de station d’épuration (Guivarch, 2001). Le Pi peut étre
adsorbé aux carbonates de calcium ou aux oxydes de fer et d’aluminium, mais également sous forme de
précipité (Esco Mafor, 2014°).
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1.6. Effets d’apports de résidus organiques sur la spéciation et la sorption

1.6.1. Effets d’apports de résidus organiques sur la spéciation

L'apport de résidus organiques d’origine animale ou de boues de STEU, engendrerait principalement
une augmentation de la quantité de P inorganique disponible du sol, et modifierait peu la quantité de P
organique (Huang et al., 2017; Negassa and Leinweber, 2009). La spéciation du P dans les résidus aurait
peu d’impact sur la spéciation du P dans les sols a long-terme (Annaheim et al., 2015), ce qui suggére que
le P organique apporté avec les résidus est transformé en Pi. Certaines études montrent néanmoins une
augmentation significative du Po dans des sols recevant des résidus organiques (Motavalli and Miles,
2002; Munhoz et al., 2011; Tran and N’dayegamiye, 1995). Les résultats contrastés obtenus selon les
études pourraient étre dus a l'interaction entre I'effet du type de sol et I'effet du type d’apport sur la
spéciation du P.

1.6.2. Effets d’apports de résidus organiques sur la sorption

L'apport de résidus organiques peut modifier certains paramétres du sol, qui peuvent avoir des
conséquences sur sa capacité de sorption (Tableau 1).

Tableau 1 Effets attendus d’apports de résidus organiques sur les paramétres du sol et la capacité
de sorption du P inorganique du le sol.

Effets possibles des résidus Conséquences attendues sur la capacité
organiques sur le sol de sorption en Pidu sol

Sorption du Pi apporté

Teneur en phosphorell Capacité de sorption [

Nombre de sites
de sorption libres [0

Compétition anions organiques
Teheur en matiére et Pi pour la sorption

organique[] Nombre de sites
de sorption libres [0

Capacité de sorption

Charges négatives a la surface
des minérauxdu sol [

pHO Capacité de sorption [

Affinité des minéraux
pourle Pill
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1.6.2.1. Effets de I'augmentation du phosphore du sol sur la sorption

L'apport de résidus organiques peut diminuer la capacité de sorption en Pi en augmentant la
guantité totale de P dans le sol. Une partie du P apporté au sol est sorbé sur les constituants de la phase
solide, le nombre de sites de sorption disponible diminue donc au fur et a mesure des apports (Barrow,
2015).

1.6.2.2. Effets des modifications de pH du sol sur la sorption

L'apports de résidus organiques d’origine animale ou de boues de STEU peut induire une
augmentation du pH du sol, en conditions de plein champ comme en conditions contrélées (Abdala et
al., 2014; Abdala et al., 2012; Van den Nest et al., 2016). L’augmentation de pH induit une augmentation
des charges négatives a la surface des minéraux du sol et peut donc induire une diminution de la
capacité de sorption du sol (Barrow, 2017).

1.6.2.3. Effets de I'augmentation de la teneur en matiére organique du sol sur la
sorption

La teneur en matiére organique du sol peut augmenter avec les résidus organiques apportés, ce qui
peut diminuer les capacités de sorption du sol (Abdala et al., 2012; Erich et al., 2002). Les molécules
organiques solubles, telles que le citrate, le malate ou I'oxalate, peuvent en effet entrer en compétition
avec le Pi pour les mémes sites de sorption. La matiére organique peut par ailleurs se lier a la phase
solide sur des sites non spécifiques du P, ce qui engendre une augmentation des charges négatives en
surface de la phase solide et une diminution de I'affinité pour le Pi.

1.6.3. Effet de I’apport de résidus organiques sur la minéralisation

Comparé a un sol sans apport ou un sol recevant un fertilisant minéral, I'apport de résidus
organiques peut stimuler I'activité microbienne et la quantité de phosphatases dans les sols (Criquet et
al., 2007; Mader et al., 2002). Une plus forte activité microbienne n’est cependant pas synonyme d’'une
augmentation de minéralisation nette et donc d’une plus forte libération de Pi dans la solution du sol,
car les microorganismes prélevent du Po et du Pi. Dans un sol avec une faible quantité de Pi accessible,
I'activité des microorganismes peut étre limitée par le Pi, I'apport de résidus organiques augmenterait
alors I'immobilisation de Pi par les microorganismes. Si le Pi n’est pas limitant, les microorganismes
semblent consommer des molécules organiques principalement pour le carbone, ce qui en parallele peut
minéraliser le Po en Pi (Binemann et al.,, 2012). L'effet de I'apport de résidus organiques sur la
minéralisation du P serait dans ce cas majoritairement dépendant de la teneur en C organique disponible
pour les microorganismes (Biinemann, 2007).
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1.7. (Phyto)disponibilité du phosphore dans les sols fertilisés avec des résidus
organiques

1.7.1. Disponibilité dans les sols fertilisés avec des résidus organiques

1.7.1.1. Expérimentations en conditions de plein champ

Dans la plupart des essais en champ, les doses de résidus organiques apportées sont calculées a
partir des besoins en azote (N) de la plante (Schoumans et al., 2014). Le ratio P:N étant variable selon les
résidus organiques, la quantité de P apportée differe entre les résidus et avec le fertilisant minéral. Il
existe une corrélation entre la quantité de P apporté et la disponibilité du P dans les sols, il est donc
difficile de déterminer 'effet dd a la source de P apporté (résidus organiques ou fertilisant minéral).

Afin de comparer la disponibilité dans les sols amendés avec différentes sources de P, il convient
alors de comparer la variation de P disponible a la variation du P total du sol (Vanden Nest et al., 2016),
ou a la variation du bilan cumulé en P (P apporté — P exporté par les plantes) (Morel et al., 2014). Les
études a long-terme montrent ainsi que les résidus organiques augmentent généralement le P disponible
du sol de maniére similaire aux fertilisants minéraux (Esco Mafor, 20142).

1.7.1.2. Expérimentations en conditions controlées

Les études en conditions contrdlées sont basées sur des doses équivalentes de P apporté selon les
sources. Le résidu organique ou le fertilisant minéral est mélangé au sol, le mélange est mis a incuber
pendant un a plusieurs mois a la suite desquels le P disponible est déterminé. Ces études montrent
généralement une augmentation plus faible du P disponible avec les résidus organiques qu’avec les
fertilisants minéraux. Ces différences peuvent étre dues a une minéralisation incompléte des résidus
organiques sur le court-terme. L'apport de fer, d’aluminium avec les boues de stations d’épuration ou de
calcium avec les résidus organiques d’origine animale augmentant la sorption du Pi, ou I'apport de P
organique avec les résidus organiques, sont aussi des hypotheses souvent évoquées pour expliquer cette
plus faible disponibilité (Frossard et al., 2016; Huang et al., 2011; Shafqat and Pierzynski, 2013).

1.7.2. Phytodisponibilité dans les sols fertilisés avec des résidus organiques

1.7.2.1. Estimation classique de l'effet d’un fertilisant sur le phosphore
phytodisponible

Afin de comparer |'effet des résidus organiques sur la phytodisponibilité du P dans les sols, différents
indicateurs peuvent étre utilisés (Guivarch, 2001). La méthode classique est basée sur la différence de la
quantité de P prélevé par la plante en présence et en absence du fertilisant. La phytodisponibilité du P
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calculée avec cette méthode prend en compte a la fois le P prélevé provenant du fertilisant, et
I’éventuelle augmentation du P prélevé provenant du sol. Cette méthode permet de calculer le
coefficient apparent d’utilisation en P du fertilisant (CAU), elle ne permet cependant pas de distinguer la
part de P phytodisponible provenant du fertilisant et celle provenant du sol.

1.7.2.2. Estimation de I'effet d’un fertilisant sur le phosphore phytodisponible avec
des techniques isotopiques

Le P présent dans un fertilisant minéral apporté au sol peut directement étre marqué avec un
isotope radioactif du phosphore (méthode de marquage direct). Il est alors possible de quantifier la
quantité de P prélevée par la plante qui provient du fertilisant (Morel and Fardeau, 1991). Il est en
revanche beaucoup plus difficile de marquer de maniere homogéne le P d’un résidu organique. Une
méthode basée sur la dilution isotopique peut alors étre employée (méthode de marquage indirect).
Cette méthode implique d’une part la croissance d’'une plante dans un sol sans apport et préalablement
marqué au 32P (ou 33P), et d’autre part la croissance d’une plante aprés apport de résidu organique dans
un sol préalablement marqué. Il est alors possible de déterminer la quantité de P prélevé provenant du
résidu organique et la quantité de P prélevé provenant du sol (Morel and Fardeau, 1989). Cette méthode
permet de calculer le coefficient réel d’utilisation (CRU), qui correspond a la proportion du P apporté par
le fertilisant qui est réellement prélevée par la plante.

1.7.2.3. Valeur fertilisante d’un résidu organique

La phytodisponibilité du P dans un sol ayant regu un résidu organique peut étre utilisée afin de
calculer sa valeur fertilisante (VF). Cette valeur est calculée de la maniére suivante :

phytodisponibilité du P dans le sol avec résidu

VF (indicateur de phytodisponibilité) = 5 100

hytodisponibilité du P dans le sol avec fertilisant de référence

La phytodisponibilité peut étre estimée par différents indicateurs, comme le CAU ou le CRU, obtenus
a partir des méthodes évoquées ci-dessus. La VF d’un résidu organique change en fonction de
I'indicateur utilisé. La VF(CAU) et la VF(CRU) d’un résidu peuvent étre fortement corrélées lorsque le
résidu est apporté sur un sol déficient en P, mais peu corrélées lorsque le résidu est apporté sur un sol
bien pourvu en P (Guivarch, 2001). D’aprés l'auteur, le CAU serait donc un mauvais indicateur pour
calculer la VF dans les sols bien pourvus en P, ol la différence de P total prélevé par la plante en
présence ou en absence de fertilisant peut étre faible. Dans ce cas, le CRU permet de connaitre la part de
P provenant du sol et la part de P provenant du fertilisant.
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2. Objectif et stratégie de recherche

2.1. Questions soulevées par la littérature

La quantité de P (phyto)disponible dans un sol recevant un résidu organique semble similaire ou
inférieure a celle d’un sol recevant un fertilisant minéral. Les mécanismes déterminant I'effet des résidus
organiques sur le P (phyto)disponible semblent peu clairs. Une premiére hypothése est que la
minéralisation du P organique (Po) apporté avec les résidus limiterait la (phyto)disponibilité du P dans les
sols. Néanmoins, les récents résultats de la littérature laissent penser que cette hypothése n’explique
pas majoritairement I'effet des résidus organiques sur la disponibilité du P a long-terme.

Hormis la source de P qu’ils constituent, les résidus organiques peuvent modifier les propriétés
physico-chimiques des sols et peuvent en conséquence modifier la dynamique de P. Ces modifications
peuvent notamment modifier la capacité de sorption en P du sol, qui contribue majoritairement a la
disponibilité du P dans les sols fertilisés. Néanmoins, I'importance relative des modifications des
propriétés physico-chimiques, comparée au P apporté, sur le P disponible reste inconnu. Une seconde
hypothese est donc que les modifications des propriétés du sol induites par les résidus organiques
déterminent leur effet sur le P (phyto)disponible en modifiant la capacité de sorption du sol.

L'effet de I'apport de résidus organiques sur la (phyto)disponibilité de P varie en fonction du sol
fertilisé, notamment en fonction de sa capacité de sorption. L'effet de I"apport de résidu organique
change également en fonction de la dose de P accumulée dans le sol par les précédentes fertilisation (P
résiduel), qui augmente la quantité de P initialement disponible. L'importance des modifications des
propriétés du sol induites par les résidus organiques vis-a-vis de la disponibilité de P, pourraient ainsi
changer selon le type de sol et selon la dose de P accumulée par les précédentes fertilisations.

2.2. Objectifs de la these

Les effets des résidus organiques sur la (phyto)disponibilité de P semblent ainsi principalement
dépendants du type de sol, de la dose de P accumulée dans le sol par la fertilisation passée, et du type de
résidu apporté. L'objectif de la these est donc d’étudier et distinguer les effets de trois facteurs sur la
capacité de sorption, la disponibilité et la phytodisponibilité du P dans le sol : i) le type de sol, ii) la
dose de P accumulée dans le sol par la fertilisation passée, iii) le type de fertilisant apporté.

Un objectif spécifique est de déterminer les mécanismes déterminant |'effet lié au type de fertilisant
apporté. L’hypothese est que les modifications des propriétés physico-chimiques du sol induites par les
résidus organiques déterminent majoritairement leurs effets sur le P (phyto)disponible.
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2.3. Stratégie de recherche

2.3.1. Intégration des trois facteurs

Afin de déterminer 'effet du type de sol, nous avons étudié des types de sol de La Réunion se
distinguant par une pédogénese tres contrastée. Quatre types de sol représentatifs de I'lle ont été
étudiés au cours de la thése : andosol, cambisol andique, nitisol et arenosol.

Afin de déterminer I'effet de la dose de P accumulée dans le sol, nous avons étudié des sols issus
d’essais agronomiques de La Réunion ayant des historiques de fertilisation contrastés. Ces essais ont été
étudié apres un a douze ans d’apports.

Enfin, afin de déterminer I'effet du type de fertilisant apporté, nous avons d’une part étudié des sols
issus d’essais agronomiques de La Réunion ayant recu différents types de résidus organiques ou des
fertilisants minéraux. Ces essais n’étant pas basés sur une dose équivalente de P entre les différents
résidus et avec le fertilisant minéral, nous avons d’autre part étudié des sols issus d’expérimentation en
conditions contr6lées ayant recu différents types de résidus organiques et fertilisant minéral a dose
équivalente de P.

2.3.2. Couplage et découplage des trois facteurs

Afin de répondre a l'objectif principal, quatre études ont été menées au cours de la these,
permettant chacune de coupler deux facteurs (type de sol, dose de P accumulé ou type de fertilisant) a
deux critéres (capacité de sorption, disponibilité ou phytodisponibilité) (Figure 6).

2.3.2.1. Etude 1 - Chapitre Il

La premiere étude a pour but de distinguer les effets du type de sol et de la dose de P accumulé
dans les sols par la fertilisation passée, sur la capacité de sorption et la disponibilité en P du sol, en
termes de quantité et de formes (P inorganique ou P organique). Cette étude est basée sur cinq essais
agronomiques de La Réunion correspondant a quatre types de sol (andosol, cambisol andique, nitisol,
arenosol), ayant recu des apports de résidus organiques ou de fertilisants minéraux pendant un a douze
ans. Les variations du P total du sol depuis le début des essais (P résiduel) ont permis d’étudier I'effet de
la dose de P accumulé par la fertilisation. Cette étude est présentée dans le chapitre Il.

2.3.2.2. Etude 2 - Chapitre Ill.1

La seconde étude a pour but d’étudier les effets du type de fertilisant et de la dose de P accumulé
dans les sols par la fertilisation passée, sur la capacité de sorption et la disponibilité en P du sol, en
termes de quantité et de formes (Pi ou Po). L’hypothése de cette étude est que I'effet du type de
fertilisant sur la sorption et la disponibilité était majoritairement di aux modifications du pH et de
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carbone organique du sol. Cette étude est basée sur un essai agronomique menée sur un andosol de La
Réunion, apres six et dix ans d’apports de résidus organiques ou de phosphate soluble. Elle est présentée
dans le chapitre Ill.1.

2.3.2.3. Etude 3 — Chapitre Ill.2

La troisieme étude a deux objectifs. Le premier objectif est d’étudier les effets du type de fertilisant
et de la dose de P accumulé dans les sols par la fertilisation passée, sur la disponibilité et la
phytodisponibilité en P du sol. Cette étude est basée sur le méme essai agronomique que I'étude 2,
aprées douze ans d’apports de résidus organiques ou de fertilisant minéral. La phytodisponibilité a été
étudiée en réalisant une expérimentation de croissance de plantes en pots sur les sols issus de I'essai. La
mesure de disponibilité dans cette étude 3 a été déterminée avec un indicateur différent de celui utilisé
dans I'étude 2 et permet ainsi de vérifier les résultats obtenus. Par ailleurs, la mesure du P disponible
permet d’avoir une mesure intermédiaire entre le P résiduel du sol et le P phytodisponible.

Le second objectif de cette étude est d’étudier I'effet d’un apport frais de fertilisant minéral sur la
disponibilité et la phytodisponibilité du P dans le sol, en fonction des modifications des propriétés du
sol induites par les précédentes fertilisations. Une expérimentation de croissance de plantes en pots sur
les sols issus de I'essai a donc également été réalisée avec un apport frais de phosphate soluble. Cette
étude est présentée dans le chapitre 111.2.

2.3.2.4. Etude 4 — Chapitre IV

La quatrieme étude a pour but d’étudier les effets du type de sol et du type de fertilisant a dose
équivalente de P apportée sur la disponibilité et la phytodisponibilité en P du sol. Cette étude est basée
sur des incubations successives en conditions contrblées, avec des apports répétés de résidus organiques
ou fertilisant minéral a dose équivalente de P. La phytodisponibilité a été étudiée en réalisant une
expérimentation de croissance de plantes en pots sur les sols issus de ces incubations. Cette étude est
présentée dans le chapitre IV.
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Figure 6 Stratégie de recherche : quatre études couplage-découplage facteurs-phénomenes
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2.3.3. Synthése des effets des trois facteurs sur les trois phénomeénes

L'effet d’un facteur sur un phénomene a été comparé entre les études. Cette comparaison a
permis de confirmer I'effet observé, pouvant étre mesuré avec différents indicateurs selon les études et
de hiérarchiser I'importance relative des trois facteurs sur chacun des phénomenes. D’autre part, 'effet
d’un facteur sur les trois phénomenes a été comparé entre les études. Ces comparaisons ont ainsi permis
de déterminer les facteurs et les interactions ayant des effets majeurs sur la capacité de sorption, la
disponibilité et la phytodisponibilité du P dans les sols étudiés. C'est a I'issu de cette synthése que nous
avons alors envisagé d’apporter des éléments de réponses aux perspectives opérationnelles concernant
la gestion de la fertilisation des sols a La Réunion.
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Il. Effets du type de sol et de la dose de phosphore apportée par
les précédentes fertilisations sur la capacité de sorption et la
disponibilité du phosphore

L'apport de phosphore (P) avec la fertilisation augmente la teneur en P disponible du sol.
L'augmentation de P disponible induite peut dépendre du type de sol, notamment de sa
capacité de sorption vis-a-vis du P (Bai et al., 2013). Les types de sols de la Réunion sont connus
pour avoir des capacités de sorption différentes (Truong et al., 1974). Néanmoins, tres peu
d’informations concernant la capacité de sorption et la disponibilité du P dans les sols de La
Réunion sont disponibles. Il était donc nécessaire de déterminer dans une premiere étude si
I'effet de I'apport de P avec la fertilisation est équivalent dans tous les types de sols de I'ile, et si
tel n’est pas le cas, de déterminer I'importance relative sur la disponibilité de P de la dose de P
apporté avec la fertilisation par rapport aux propriétés de types de sol contrastés, comme la
capacité de sorption.

L'effet de la fertilisation en P sur la disponibilité du P dans le sol est généralement visible a
long-terme. Nous avons donc choisi de réaliser cette premiére étude a partir des plus anciens
essais de I'fle dédiés a la fertilisation et permettant de recouvrir les principaux types de sols
réunionnais. Cette étude est ainsi basée sur cing essais agronomiques correspondant a quatre
types de sol (andosol, cambisol andique, nitisol et arenosol) recouvrant la gamme d’évolution
des sols rencontrés sur I'lle. Dans ces essais, les sols ont recu des apports ou non de résidus
organiques ou de fertilisants minéraux pendant un a douze ans. Les variations du P total du sol
depuis le début des essais (P résiduel) ont permis d’étudier I'effet de la dose de P apportée avec
la fertilisation.

L’étude présentée dans ce chapitre Il a été soumise a la revue Soil Use and Management.
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Abstract

Soil type and long-term fertilization are each known to alter phosphorus (P) availability, but it is
generally hard to differentiate their respective effects. We thus studied the interaction between soil type
and fertilization to distinguish their effects on the available P content and proportion of inorganic P (Pi)
versus organic P (Po as total P minus Pi). We conducted five decadal mineral and organic fertilization
field trials along a toposequence (two andosols, one andic cambisol, one nitisol, and one arenosol). The
effect of the fertilization rate was studied according to variations in soil total P (residual P). Phosphorus
availability was determined by water (Pi-water), Olsen (Pi-Olsen), and Olsen-Dabin (Pi-Olsen-Dabin)
extraction and by the diffusive gradients in thin films technique (Pi-DGT). The solid-solution Pi (Kd)
partitioning coefficient based on radiolabelled isotopic dilution over 24 h was performed to assess the
soil Pi sorption capacity. Kd decreased along the toposequence and with increasing pH induced by
fertilization, showing that the Pi sorption capacity changed with the soil type and fertilization. Content of
Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin changed mainly with the fertilization rate. By contrast, Pi-DGT and Pi-water
changed with the soil type and fertilization. The proportion of Pi versus Po markedly differed between soil
types, especially in DGT eluates. The proportion of Pi increased with residual P, suggesting that mineral
or organic fertilization favored available Pi. Our study suggests that long-term P fertilization could
account for the specific properties of soils exhibiting different Pi sorption capacities, to increase readily
available Pi.

Keywords: soil P tests, P forms, long-term, fertilizer, P budget, adsorption
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1. Introduction

Designing cropping systems that optimize crop yield and minimize environmental impacts is a major
challenge in agriculture. Fertilization practices must therefore meet crop nutrient requirements, while
preserving natural mineral resources and avoiding soil, air, and water pollution. Fertilizer applications are
usually based on crop nitrogen requirements, while overlooking phosphorus (P) requirements. The
quantity of P applied to crop soils often exceeds the plant P uptake quantity (Schoumans et al., 2014).
This excess P, hereafter referred to as residual P, cumulates in soil over time with repeated fertilization
and thus gradually increases the total soil P content. The resulting extent of P availability in soil is still,
however, a matter of debate. While it is often argued that the effectiveness of inorganic P (Pi)
fertilization declines over time because of increasing Pi fixation to the soil solid phase, Barrow (2015)
suggested that repeated Pi fertilization could decrease the soil Pi buffering capacity, thereby maintaining
part of the residual P in available forms.

Available P includes phosphate in the soil solution that can be directly taken up by plant roots, Piin
the soil solid phase that replenishes phosphate in soil solution depleted by plant uptake, and the fraction
of organic P (Po) that can be mineralized into phosphate (Ziadi et al. 2013). Sorption processes mainly
drive phosphate resupply in the solution and thus the available Pi content (Gérard 2016). Consequently,
Pi is often desorbed from the soil solid phase by chemical extraction to assess available Pi. Although Po
sorbed to the solid phase can be protected against enzyme-mediated mineralization (Giaveno et al.
2010), Po in solution is usually more easily mineralized into phosphate (Oehl et al. 2004) and may thus
contribute to P availability. However, the extent of Po contribution to available P is not as well known as
it is for Pi

A pedogenetically-derived soil type may have a different available P content and proportion of Pi
versus Po (hereafter referred to as the percentage of Pi, i.e. %Pi). Physical-chemical properties related to
the soil type, such as pH, texture and mineral nature, affect the available P content (Ziadi et al. 2013).
Data related to variations in %Pi in available pools as a function of the soil type are scarce and
contradictory. Cross and Schlesinger (1995) showed that %Pi in available pools of distinct soil types
tended to decrease with soil evolution. More recently, Darch et al. (2014) reviewed %Pi in a meta-
analysis, but did not show any clustering as a function of soil types. We hypothesize that this lack of
clustering could be explained by the presence of confounding factors that are known to substantially
affect %Pi, and particularly by the concomitant effect of the fertilization history.

Long-term fertilization may change the available P and %Pi content in soil. The rate of long-term
fertilization mainly dictates the available P content (Morel et al. 2014). The effect of long-term
fertilization of %Pi is, however, still a matter of debate. Although some studies have shown that long-
term organic fertilization increases the available Pi and Po content, others have failed to reveal any
change in the available Po content while the available Pi content was higher (McLaughlin et al. 2011,
Negassa and Leinweber, 2009). These mixed results could be mainly due to the contrasted effects of
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fertilization practices on different soil types, which is known to complicate the understanding of the
main drivers of P availability and %Pi in soils (Stutter et al. 2015).

We thus studied the interaction between the soil type and long-term fertilization to differentiate
their respective effects on the available P and %Pi content. As recommended by Huang et al. (2017), our
investigation was based on five decadal P fertilization (mineral and organic) field trials along a
toposequence of four soil types.

2. Materials and methods

2.1. Soil and field trial characteristics

The five field trials investigated were located on the French volcanic island of Réunion in the Indian
Ocean (55°30’E, 21°05’S). Réunion has a diverse range of climatic (500-10 000 mm/year of precipitation;
10-28°C annual average temperature) and geographical (steep slopes) conditions (Météo-France, 2017)
that have favored substantial pedological diversity. The five field trials were thus conducted in soils of
four reference soil groups (hereafter called soil types): andosol (two sites), andic cambisol (hereafter
called cambisol), nitisol, and arenosol (WRB, 2014). The two andosols, cambisol and nitisol were
developed from the underlying volcanic parent rock and distributed along an elevation gradient ranging
from 1600 to 70 m above sea level (asl), which corresponds to the usual pedogenic chronosequence with
the youngest soils at the top and the oldest at the bottom (Feder, 2013). The arenosol (20 m asl) was
developed on recent deposits of detritic volcanic materials in the alluvial cone of a main watercourse
outlet. The selected sequence of andosols, cambisol, nitisol, and arenosol can thus be considered as a
typical soil toposequence in the western coastal region of Réunion.

The two andosols and arenosol were under grassland cover. Plots were arranged in a randomized block
design with three replicates, and were either not fertilized or fertilized with soft rock phosphate (75%
soluble fraction in 2% formic acid), dairy slurry, or dairy manure compost (Tables S1 and S2). The
accumulation of soil total P, i.e. residual P, since the beginning of the field trials over 9 years ranged from
-195 to 750 mg kgt in andosol 1, from -140 to 870 mg kg* in andosol 2, and from -3 to 540 mg kg*in
arenosol. The cambisol was cultivated with market garden crops. The plots were arranged in a
randomized block design with three replicates, and were fertilized with superphosphate (90% water
soluble), solid fraction of pig slurry compost, or poultry litter compost (Tables S3 and S4). Residual P over
12 years ranged from 0 to 3010 mg kg*. The nitisol was cropped with sugarcane. Plots were arranged in
a randomized block design with five replicates, and were either not fertilized or fertilized with soft rock
phosphate (75% soluble fraction in 2% formic acid), pig slurry, sewage sludge or poultry litter compost
(Tables S5 and S6). Residual P over 1 year ranged from -160 to 215 mg kg™.

Soils were sampled once a year in the topsoil layer for trials without tillage, i.e. between 0-15 cm for
the two andosols and the arenosol, and between 0-10 cm for the nitisol, and in the plough layer
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(between 0-30 cm) for the cambisol. To maximize fertilization rate variability, 46 soil samples (hereafter
referred to as soil) were selected as follows: 10 for each andosol, 10 for the arenosol (Table S2), 10 for
the cambisol (Table S4), and 6 for the nitisol (Table S6). Soils were air-dried and sieved at 2 mm. Soil
physicochemical properties were determined in a routine soil testing laboratory (CIRAD, US Analyses)
according to French and international standardized procedures. The main soil characteristics before
fertilization and minimum and maximum values after fertilization are summed up in Table 1.

Table 1 Soil parameters at the beginning of the trial and after decadal organic or mineral
fertilization (minimum and maximum values).

Units Andosol 1 Andosol 2 Andic cambisol Nitisol Arenosol
Altitude m asl* 1600 1000 800 70 20
before trial 58 59 55 6.1 6.7
pH min 4.8 4.6 5.3 6.0 5.3
max 6.6 59 7.0 6.4 7.0
before trial 123 126 38 21 10
Corgb gkg? min 106 125 30 20 10
max 128 137 38 23 20
before trial 3.03 2.39 2.83 1.99 1.93
Ptotal® gkg? min 2.90 2.23 2.83 1.83 1.92
max 3.81 3.26 5.83 2.20 2.47
before trial 2349 1182 5719 781 100
K Lkg” min 1292 1182 400 634 22
max 4104 6298 5719 1221 431

*above sea level

aSoil:liquid ratio 1:5

b 150 10694

c150 14869-1

d Solid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus in soil (see eq. 2)

2.2. Determination of available phosphorus in soils

Water extraction was performed by shaking 1:10 soil:liquid mixtures with toluene (biocide that
inhibits microbial activity) for 24 h in an end-over-end shaker (Morel et al. 2014). The supernatant was
recovered by centrifugation at 3 500 g for 5 min and filtration at 0.2 um (Minisart, Sartorius). Water
extraction is considered as a proxy of soil solution inorganic P (Pi) measured at a steady state of Pi
exchange between the solid phase and soil solution. Olsen extraction (0.5 M NaHCOs at pH 8.5) was
performed by shaking the 1:20 soil:liquid mixtures for 30 min in an end-over-end shaker. Olsen
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extraction is based on the exchange between carbonate and Pi on soil surfaces (Olsen et al. 1954). Olsen-
Dabin extraction (0.5 M NaHCOs and 0.5 M NH4F at pH 8.5) was performed by shaking the 1:35 soil:liquid
mixtures for 1 h in an end-over-end shaker. Ammonium fluoride (NH4F) is commonly used in tropical soils
because it enhances P release from Al-bound P and thus enables higher analytical recovery of P
(Houmane et al. 1986). Olsen and Olsen-Dabin extraction supernatants were recovered by centrifugation
at 3500 x g for 5 min and filtration at 0.45 um (hardened ashless filtration paper, 541 grade, Whatman).

The diffusive gradient in thin films (DGT) method was performed with devices equipped with a Fe-
oxide resin gel and an open pore diffusive gel obtained from DGT Research Ltd (www.dgtresearch.com).
Soils were moistened to their water holding capacity and incubated at 25°C for 24 h. The DGT device was
then deployed on the soil surface for 24 h. The Fe-oxide gel was then recovered and eluted in 1 mL of
1 M HCI (Six et al. 2012). The DGT method reflects the ability of the soil solid phase to re-supply solution
P due to the continuous diffusion of P induced by the Fe-oxide of the DGT device (Degryse et al. 2009).
The DGT-available P content was calculated as the time-averaged concentration of P in solution at the
DGT-soil interface according to Menezes-Blackburn et al. (2016).

Water, Olsen and Olsen-Dabin extraction, as well as the DGT method were replicated twice on the 46
soils and a third time when the coefficient of variation exceeded 10%. The P concentration was
determined colorimetrically using the malachite green method (Rao et al. 1997) in water extract, Olsen
extract and DGT eluate, and with the molybdate-ascorbic acid method (Murphy and Riley 1962) in Olsen-
Dabin extract. The P concentration was also determined by inductively coupled plasma—mass
spectrometry (ICP-MS; Q-ICP-MS X Series [I+CCTTM; Thermo Fischer) in Olsen extract, Olsen-Dabin
extract and in DGT eluate. The ICP-MS determination quality was validated using the certified reference
material SLRS-6. According to Van Moorleghem et al. (2011), we considered colorimetrically-measured P
as Pi and the difference between total P and colorimetrically-measured P as Po. Olsen and Olsen-Dabin
extraction data were expressed in mg kg™ soil, DGT data in mg kg, and water extraction data in mg kg?,
or in mg kg for comparison with the DGT method.

2.3. Determination of the solid-solution soil-born inorganic phosphorus partitioning
coefficient

Mixtures of 1:10 soil:water with toluene were shaken for 16 h for pre-equilibration, then radio-
labeled phosphate (32PO,4) at 7 MBq was added. The radio-labelled mixtures were shaken for 24 h in a
horizontal shaker and the supernatant was recovered by centrifugation at 3500 x g and filtration at
0.2 um (Minisart, Sartorius). The radioactivity remaining in 24 h solutions was measured with a B-counter
(Packard 2500TR). The exchangeable Pi content after 24 h (Pr in mg kg?) was calculated according to
Fardeau (1993):

R-T

Pr = X %Cp Eq. (1)

T
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Where R is the radioactivity introduced (in Bq), r the radioactivity remaining in solution after 24 h (in
Bq), L the water volume (in L), S the soil mass (in kg), and Cp the Pi concentration in solution (in mg LY).

The solid-solution Pi partitioning coefficient in soil after 24 h of exchange (Kd in L kg!) was then
calculated according to Maertens et al. (2004):

Kd = Pr/Cp =""xL/S Eq. (2)

2.4. Data processing and analysis

Data were classified by soil type or represented as a function of soil organic carbon in order to
analyze the effect of the soil type on the Kd and Pi concentration and %Pi in water, Olsen, and Olsen-
Dabin extraction, and DGT measurements (see Results and Discussion for rationale). To analyze the
fertilization effect, data were represented as a function of soil residual P, i.e. the variations of soil total P
since the beginning of the field trials, or as a function of soil pH (see Results and Discussion for rationale).

Data were statistically analyzed with the R package (R Core team, 2013). A Kruskal-Wallis test
followed by a Dunn test of multiple comparisons using ranked sums revealed significant differences (p <
0.05) between soil types. Relationships between data (log-transformed when necessary) were fitted with
linear regressions, and significance (p < 0.05) was determined by analysis of variance using the Fisher
test.

3. Results and Discussion

3.1. Inorganic phosphorus sorption capacity changes along the soil toposequence and
with decadal fertilization

The solid-solution Pi partitioning coefficient significantly decreased from the andosols to the
arenosol (Figure 1). The median Kd was 3231, 4219, 1266, 848, and 103 L kg, respectively, in andosol 1,
andosol 2, the cambisol, nitisol and arenosol. Truong et al. (1974) and Feder and Bourgeon (2009)
previously showed that the Pi sorption capacity of soils decrease from the top to the bottom in Réunion.
While including the arenosol, our study confirmed the Pi sorption capacity gradient along the soil
toposequence in Réunion.

The solid-solution Pi partitioning coefficient decreased with the organic carbon content along the soil
toposequence (Figure 2a). The organic carbon content and Kd were highest in the two andosols and then
decreased along the toposequence to the arenosol. Kd is a surrogate of the Pi sorption capacity, which is
known to be very high in the soil andic horizon due to the presence of poorly ordered aluminosilicates
such as proto-imogolite (Parfitt 1989; Levard et al. 2012). Pedogenesis in Réunion is concomitantly
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characterized by the degradation of a substantial proportion of organic matter and by the weathering of
poorly ordered aluminosilicates and subsequent phyllosilicate formation (Feder and Bourgeon, 2009).
These findings suggest that the relationship between the organic matter content and Pi sorption capacity
we observed along the soil toposequence is driven by pedogenetically-derived soil properties but not by
decadal fertilization.

Figure 1 Solid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus (Kd, see equation 2) in the
soils of five field trials with four soil types. Upper and lower bars are maximum and minimum
values; limits of the box plot are upper/lower quartile; median is represented in bold. Values of
soils with different letters are statistically different at the 0.05 level.
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The solid-solution Pi partitioning coefficient decreased significantly and linearly with soil pH (Figure
2b). This is in line with the findings of previous studies where the Pi sorption capacity of soils decreased
with soil pH (Barrow, 2017). In the field trials we investigated, soil pH was affected by decadal organic or
mineral fertilization, which led to a wide range of pH values around that measured at the beginning of
each trial (Table 1 and Tables S2, S4, and S6). This suggests that the relationship between pH and Pi
sorption capacity is mainly driven by decadal fertilization rather than by soil properties mediated by
pedogenesis.

The solid-solution Pi partitioning coefficient significantly decreased with the increase in residual P in
the arenosol, while Kd was not correlated with residual P in the four other soils (Figure 2c). Repeat Pi
fertilizer applications are usually considered to induce a decrease in the Pi buffering capacity of the soil
solid phase (Barrow, 2015). Since Kd is a surrogate of the Pi buffering capacity, it is understandable that
the Pi sorption capacity of the arenosol, which exhibited the lowest Kd range among the five soils in the
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toposequence, was affected by decadal fertilization, while the Pi sorption capacity of the four other soils,
which exhibited an up to 28-fold higher Kd, was not.

Figure 2 Solid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus (Kd, see equation 2) as a
function of soil organic carbon (a), soil pH-water (b), or residual P (c), in the soils of five field trials
that received organic or mineral fertilizer at different application rates. Solid lines represent the
regression fits, *** p-value < 0.001, * p-value < 0.05.
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3.2. Water extraction and DGT measurement target readily available inorganic
phosphorus, while Olsen and Olsen-Dabin target moderately and poorly available

inorganic phosphorus

Water-extracted Pi was closely (r? adj = 0.91) and linearly correlated with Pi-DGT when expressed on
a log-log scale (Figure 3a). Menzies et al. (2005) similarly found a close logarithmic relationship between
Pi-DGT and Pi in soil solution (r? = 0.81). Menezes-Blackburn et al. (2016) found a significant but weaker
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correlation between Pi-DGT and Pi-water (r? adj = 0.62) than the correlation we found, likely because of
the narrower Pi-DGT and Pi-water ranges they investigated. The Pi-water vs. Pi-DGT linear regression
replotted from the dataset of Menezes-Blackburn et al. (2016) interestingly exhibits parameters very
similar to those we found (see Figure 3a), with the slope and intercept being 1.1 and 0.8, respectively
(not shown). This suggests that Pi-DGT is directly proportional to the Pi concentration in soil solution,
regardless of the soil investigated during the first 24 h of deployment, despite the average 85% depletion
of soil solution Pi at the soil-DGT interface. The DGT method with 24 h deployment could thus be used
for water extraction to readily determine available Pi in soils.

Figure 3 Log-log relationships between inorganic phosphorus determined by water extraction (Pi-
water) and by the diffusive gradients in thin films technique (Pi-DGT) both expressed in mg L (a),
Pi-water and Pi determined by Olsen extraction (Pi-Olsen) both in mg kg (b), Pi-water and Pi
determined by Olsen-Dabin extraction (Pi-Olsen-Dabin) both in mg kg (c), or Pi-Olsen and Pi-Olsen-
Dabin both in mg kg (d), in the soils of five field trials that received mineral and organic fertilizer at
different application rates. The solid line represents the regression fit, *** p-value < 0.001; dotted
line represents the 1:1 line.
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Water-extracted Pi and Pi-DGT were moderately correlated with Pi-Olsen (r? adj < 0.60; Figures 3b
and S1a) and poorly correlated with Pi-Olsen-Dabin (r? adj < 0.10; Figures 3c and S1b). Olsen-extracted Pi
was closely (r? adj =0.69 — 0.99) and linearly correlated with Pi-Olsen-Dabin when considering the five

soil types separately (Figure 3d). Water-extracted Pi exhibited lower values than Pi-Olsen (Figure 3b) and

much lower values than Pi-Olsen-Dabin (Figure 3c). In addition, Kd accounted for 30 to 45% of the Pi-

water and Pi-DGT variability in the five soil types (Figure 4a and 4b), while Kd accounted for less than

15% of the Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin variability (Figure 4c and d). In agreement with our results, Morel
and Fardeau (1987) showed that 50 — 100% of Pi-Olsen and only 7 - 54% of Pi-Olsen-Dabin corresponded
to exchangeable Pi in the solid phase of 21 tropical soils as assessed by isotopic dilution. These results

consistently suggest that, in comparison to Pi-water and Pi-DGT which target the readily available Pi, Pi-

Olsen and Pi-Olsen-Dabin target moderately and poorly available Pi in soils, respectively.

Figure 4 Inorganic phosphorus determined by water extraction (Pi-water, a), diffusive gradients in
thin films technique (Pi-DGT, b), Olsen extraction (Pi-Olsen, c) and Olsen-Dabin extraction (Pi-Olsen-
Dabin, d) as a function of the solid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus (Kd, see
equation 2), in the soils of five field trials that received mineral and organic fertilizer at different
application rates. The solid line represents the regression fit, *** p-value < 0.001, ** p-value < 0.01.
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3.3. Readily available inorganic phosphorus changes with the fertilization rate and soil
type, while moderately and poorly inorganic phosphorus change mainly with the

fertilization rate

The Pi-water content, Pi-DGT, Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin increased linearly with soil residual P
(Figure 5). Residual P was due to P accumulation induced by mineral or organic fertilization. Previous
studies also showed that Pi-water (Stroia et al. 2007; Morel et al. 2014) or Pi-Olsen (Withers et al. 2016)
increased with long-term mineral or organic fertilization. This confirms that long-term P fertilization

increased Pi availability in soil irrespective of whether P was applied as mineral or organic fertilizer.

Figure 5 Inorganic phosphorus determined by water extraction (Pi-water, a), diffusive gradients in
thin films technique thin films technique (Pi-DGT, b), Olsen extraction (Pi-Olsen, c) and Olsen-Dabin
extraction (Pi-Olsen-Dabin, d) as a function of soil residual P, in the soils of five field trials that
received mineral and organic fertilizer at different application rates. The solid line represents the

regression fit, *** p-value < 0.001, ** p-value < 0.01.
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The increased Pi-water and Pi-DGT rate as a function of residual P changed between soil types, while
it was equivalent for all soil types for Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin (Figure 5). The increased Pi-water and
Pi-DGT slope was sixfold greater for the arenosol than for the cambisol and both andosols (Figure 5a and
b). Similar changes in the increase rate of readily available Pi due to long-term fertilization between
different soils have been reported (Stroia et al. 2007; Bai et al. 2013; Morel et al. 2014). This suggests
that the Pi sorption capacity specific to each soil type determines the increase in readily available Pi as a
function of the fertilization rate. By contrast, Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin seem to depend mainly on the
fertilization rate, while the soil type seems to have little effect.

3.4. Soil type and fertilization rate concomitantly determine the inorganic and organic
phosphorus distribution

The percentage of Pi (%Pi) recovered with the DGT technique, Olsen and Olsen-Dabin extraction was
significantly lower in the two andosols than in the arenosol and cambisol, but differences between soil
types were the highest with the DGT technique (Figure 6). The median %Pi measured by DGT (%Pi-DGT)
increased from 23% in andosol 1 to 99% in the arenosol (Figure 6a). The median %Pi measured by the
Olsen and Olsen-Dabin method respectively increased from 25 and 46% in andosol 1 to 81 and 74% in
the cambisol (Figure 6b and c). Similar results have been reported for Pi-Olsen or with more aggressive
extraction (Cross and Schlesinger, 1996), while the distribution of P between Pi and Po has seldom been
determined in the readily available pool. Menezes-Blackburn et al. (2016) found that %Pi-DGT ranged
from 43 to 93% in 32 UK soils. In line with our results, this suggests that the distribution of P between Pi
and Po markedly changed between soil types, especially in the readily available pool.

The percentage of Pi recovered with the DGT technique, Olsen and Olsen-Dabin extraction increased
linearly with soil residual P, but with a slope that differed between soil types with the DGT technique
(Figure 7). These results agreed with previous finding, which showed that mineral and organic
fertilization increases available Pi, but has little effect on Po (Otani and Ae, 1999; Negassa and
Leinweber, 2009). We thus conclude that decadal organic and mineral fertilization favors Pi relative to Po
in soil, while the increased rate of Pi due to fertilization changes between soil types.
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Figure 6 Percentage of inorganic phosphorus (%Pi) recovered with the diffusion gradient in the thin
films technique (%Pi-DGT, a), Olsen extraction (%Pi-Olsen, b), and Olsen-Dabin extraction (%Pi-
Olsen-Dabin, c), in the soils of five field trials with four soil types. Upper and lower bars are
maximum and minimum values. The limits of the box plot are upper/lower quartile; median is
represented in bold. Values of soils with different letters are statistically different at the 0.05 level.
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Figure 7 Percentage of inorganic phosphorus (%Pi) recovered with the diffusion gradient in the thin
films technique (%Pi-DGT, a), Olsen extraction (%Pi-Olsen, b), and Olsen-Dabin extraction (%Pi-
Olsen-Dabin, c) as a function of residual P, in the soils of five field trials that received mineral and
organic fertilizer at different application rates. The solid line represents the regression fit, *** p-
value < 0.001, ** p-value < 0.01.
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4. Conclusion

We aimed to differentiate the respective effects of the soil type and fertilization rate on the available
Pi content and the Pi and Po distribution. Soil types were characterized by a decreasing Pi sorption
capacity along the toposequence investigated. Fertilization also indirectly altered the Pi sorption capacity
by markedly changing the soil pH in the fertilization modalities. DGT-measured Pi and Pi-water targeted
readily available Pi, while Pi-Olsen and Pi-Olsen-Dabin respectively targeted moderately and poorly
available Pi. The fertilization rate had a major effect on moderately and poorly available Pi, while the soil
type had little effect. By contrast, readily available Pi greatly differed between soil types and was also
markedly affected by the fertilization rate. The available Pi and Po distribution depended concomitantly
on the soil type and fertilization rate, with the former effect being stronger on the readily available pool
than on the moderately or poorly available pool. Fertilization favored available Pi relative to Po
irrespective of whether P was applied as mineral or organic fertilizer. Overall, our results suggest that
long-term P fertilization could account for the specific properties of soils in sequences exhibiting a
substantial Pi sorption capacity gradient, so that there would be enough readily available Pi to meet
plant requirements while limiting the accumulation of residual P and moderately or poorly available Pi.
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5. Annexes

Table S1 Field trial under grassland cover conducted on andosol 1, andosol 2 and the arenosol;
description of fertilization conditions.

Fertilization Description Nutrient applied
N P K
kg/ha/y  kg/ha/y  kg/ha/y
Control No fertilization 0 0 0

Ammonium nitrate, soft
NPK rock phosphate, KCl 110 52 80

Dairy slurry low dose Liquid, 40 m*/ha/cut* 550 170 1080

Dairy slurry high dose  Liquid, 70 m3/ha/cut* 970 290 1890

Solid compost of dairy

manure, 12t/ha/2cuts* 370 120 202

Dairy manure

* 5 to 8 cuts/year



Table S2 Field trial under grassland cover conducted on andosol 1, andosol 2 and the arenosol; soil
parameters before and after 4 or 9 years of organic or mineral fertilization.

Soil sample
number***

2 125

aSoil:liquid ratio 1:5

b1SO 10694

€ISO 14869-1

d5olid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus in soil (see eq. 2)
* above sea level

** year after beginning of the trial

*** three numbers for the andosol 1, the andosol 2 and the arenosol respectively
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Table $3 Field trial under market garden crop cover conducted on the andic cambisol;
description of fertilization conditions.

Fertilization Description Nutrient applied
N P

kg/ha/y kg/ha/y

NPK Ammonium nitrate,

superphosphate, KCl 400 123
Pig slurry Solid,
compost 25t/ha/harvest* 200 920
Poultry litter  Solid, 630 1000

compost 35t/ha/harvest*

* 2 harvests/year

Table $4 Field trial under market garden crop cover conducted on the andic cambisol; soil parameters
before and after 5 or 12 years of organic or mineral fertilization.

izlr:bag:ple Fertilization Andic cambisol (800 m asl*)
Crop pH?  Corg® pc Kd®
g/ke  g/ke L/kg
31 Before trial Oy** 5.5 38 2.83 5719
32 Sy mixed garden crops 5.6 32 3.40 1757
33 NPK 12y  cabbage*** 53 g0 416 3449
34 12y  fescue*** ' 4.22 3398
35 Pig < 5y mixed garden crops 6.6 36 4.04 1155
ig slurry
36 compost 12y cabbage*** 6.7 38 5.34 400
37 12y fescue*** ' 5.83 400
28 poultry litt 5y mixed garden crops 6.4 34 4.11 1376
oultry litter
39 compost 12y cabbage*** 70 3 5.70 855
40 12y  fescue*** ' 4.85 1080
2 Soil:liquid ratio 1:5
51SO 10694
€1SO 14869-1

dSolid-solution partitioning coefficient of inorganic phosphorus in soil (see eq. 2)
* above sea level
** year after beginning of the trial



Fertilization

Soil sample
number

evel
** year after beginning of the trial

ar
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Figure S1 Log-log relationships between inorganic phosphorus determined by the diffusive gradient in
thin films technique (Pi-DGT) and by Olsen extraction (Pi-Olsen) (a), or Pi-DGT and Pi determined by
Olsen-Dabin extraction (Pi-Olsen-Dabin) (b), in the soils of five field trials that received mineral and
organic fertilizers at different application rates. The solid line represents the regression fit.
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. Effet de la dose de phosphore apportée et des
modifications des propriétés du sol induites par la fertilisation
a long-terme sur la capacité de sorption, la disponibilité et la
phytodisponibilité du phosphore dans un andosol

Dans le chapitre Il, nous avons étudié les effets du type de sol et de la dose phosphore (P)
apportée par I'historique de fertilisations organiques ou minérales sur la capacité de sorption en
P inorganique (Pi) et la disponibilité du P. Ce précédent chapitre a montré que I'augmentation
de P disponible avec la dose de P accumulée changeait selon le type de sol. La quantité de P
directement disponible, i.e. Pi extrait a I’eau, changeait avec la capacité de sorption lié au type
de sol. Néanmoins, ce précédent chapitre a également montré que I'historique de fertilisation
changeait la capacité de sorption en Pi d’un sol donné, en modifiant son pH.

On peut supposer que les modifications de pH induites par I’historique de fertilisation sont
dues au type fertilisant appliqué. Ainsi, I'effet du type de fertilisant sur la disponibilité du P a
long-terme semblerait étre lié aux modifications du pH du sol induite. Le type de fertilisant peut
également modifier d’autres propriétés physico-chimiques du sol susceptibles d’influencer la
disponibilité du P. L'objectif de ce chapitre Ill est donc de déterminer |'effet a long-terme du
type de fertilisant sur les modifications des propriétés physico-chimiques du sol, telles que le
pH, et de déterminer I'influence de ces modifications sur la disponibilité du P.

Afin de pouvoir observer l'effet a long-terme du type de fertilisant sur les propriétés
physico-chimiques du sol, nous avons choisi de baser les études de ce chapitre Ill sur un essai de
terrain fertilisé avec des résidus organiques ayant des effets marqués sur les propriétés du sol.
Les deux études de ce chapitre Ill sont ainsi basées sur un andosol sous prairie, apres six et dix
ans de fertilisation. Dans cet essai, la dose de P apporté n’était pas équivalente entre les
différents fertilisants. Nous avons donc cherché a dissocier I'effet d{ a la dose de P apportée et
I'effet dG aux modifications des propriétés du sol induites par le type de fertilisant, sur la
disponibilité du P.

La premiere étude de ce chapitre Ill a donc pour objectif de déterminer I'importance relative
des modifications des propriétés du sol induites par le type de fertilisant, comparée a la dose de
P apportée, sur la capacité de sorption et la disponibilité du P dans un andosol. Le P prélevé par
la plante (P phytodisponible) pouvant étre différent du P disponible et régi par des mécanismes
supplémentaires, on peut supposer que les modifications des propriétés du sol induites par la
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fertilisation ont un effet différent sur le P disponible et le P phytodisponible. Nous avons donc
réalisé une seconde étude ayant pour objectif de déterminer I'importance relative des
modifications des propriétés du sol induites par le type de fertilisant comparée a la dose de P

apportée, sur la capacité de sorption, la disponibilité de P dans le sol et la phytodisponibilité de
P.
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Abstract

Long-term effect of organic fertilization on soil phosphorus availability remains unclear because of
the modifications of soil physical-chemical properties induced. We thus studied the relative importance
of modifications of pH and organic carbon in soil after mineral or organic fertilization compared to the
accumulation of P, on soil inorganic P (Pi) sorption capacity and P availability. Our study was based on an
andosol field experiment after 6 and 10 years of no fertilization (control), mineral fertilization, or organic
fertilizations (compost and slurry at low and high doses). Available P was determined with water and
Olsen extractions and Pi sorption curves were realized and fitted with a Freundlich equation. Fertilization
type markedly affected soil pH and organic carbon. Olsen extracted Pi (Pi-Olsen) increased mainly with
soil total P (r? adj = 0.79), while water extracted Pi (Pi-water) increased concomitantly with soil total P
and soil pH (r? adj = 0.85). Olsen and water extracted Pi increased with the organic carbon content in soil.
Sorption of Pi decreased with organic fertilizations, but increased with mineral fertilization. Sorption of Pi
(parameter g of the equation) increased with increasing pH. Sorption of Pi (Buffering index calculated
from sorption curve) decreased with organic C and soil total P. Modifications of Pi sorption capacity
explained the variations of readily available Pi (Pi-water) among the fertilization modalities. Our study
shows that beyond the rate of P applied, modifications of soil pH and organic C induced by long-term
organic and mineral fertilization determine readily available Pi in andosol. Our study suggests that P
efficiency of organic or mineral fertilizers is mainly due to their effect on soil physical-chemical
properties, especially on pH.
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1.1. Introduction

The major source of phosphorus (P) fertilizer used in the world is derived from mineral reserves; i.e.
from nonrenewable resources. Forecasts are highly disputed, but production of mineral fertilizer could
start to decrease around 2035 (Cordell et al. 2011; Ulrich and Frossard, 2014). In addition, production of
85% of mineral fertilizer only by three countries, Morocco, China and the USA, can create dependencies
and tensions between countries (Elser and Bennet, 2011). These two concomitant P issues strongly
suggest the need for P recycling in agriculture, with a particular interest for a larger and a more efficient
use of P-containing organic fertilizers, such as agricultural and urban wastes.

Application of organic fertilizers is known to increase soil P availability. In short-term laboratory
experiments, P availability in soil amended with organic fertilizers is usually lower than P availability in
soil amended with mineral fertilizers at a given P fertilization rate (Frossard et al. 1996; Shafgat and
Pierzynski, 2013). Long-term field experiments are however less conclusive. The application rate of
organic fertilizers is generally not based on P, leading to substantial differences in P fertilization rate
between organic and mineral fertilizers (Chapter II; Morel et al. 2014; Oehl et al. 2002). To compare the
relative effect of P fertilizers in long-term field experiments, available P can be related to the cumulative
P budget (P applied with fertilization minus P uptake by plants) (Morel et al. 2014) or to the soil total P
content (Vanden Nest et al. 2016).

Speciation of P in organic fertilizers is often mentioned as a potential factor determining the effect of
organic fertilization on soil P availability. Although mineral fertilizers contain only inorganic P (Pi), organic
fertilizers such as animal wastes typically contain about 60 to 75% of Pi (Darch et al. 2014; Toor et al.
2006) and consequently also a variety of organic P (Po) species. Nevertheless, Annaheim et al. (2015)
showed that speciation of P in organic fertilizers does not impact speciation of P in soil after 62 years of
application. More generally, the amount of Po in soil are little affected by long-term organic or mineral
fertilization (Huang et al., 2017).

Long-term fertilization is further known to impact markedly physical-chemical properties of soil.
Organic fertilizers can increase soil pH and organic matter content (Haynes and Mokolobate, 2001).
Previous studies investigated the effect of these both factors on Pi sorption capacity. Increasing soil pH
can decrease Pi sorption due to an increase of negative charges on sorption surfaces (Barrow et al.,
2017), while increasing organic matter content can decrease Pi sorption, due to a competition between
organic molecules and Pi for the same sorption sites (Regelink et al., 2015). Nevertheless, few studies
based on field experiment demonstrated the effect of organic fertilization on Pi sorption capacity.
Vanden Nest et al. (2016) showed a decrease of Pi sorption in soil fertilized with dairy manure, but didn’t
identify the mechanism involved. To our knowledge, no study investigated the relative importance of
changing soil pH and organic matter compared to the rate of P applied (Haynes and Mokolobate, 2001).

We thus studied the relative importance of modifications of pH and organic carbon in soil after
mineral or organic fertilization compared to the rate of P applied, on soil Pi sorption and soil P
availability. We based our study on a field experiment initiated on a soil exhibiting a high sorption
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capacity and consequently a low Pi availability, i.e. an andosol. We performed the measurements on soil
samples collected after 6 and 10 years of organic or mineral fertilization or without any fertilization.

1.2. Materials and methods

1.2.1. Field experiment and soil sampling

The field experiment was located in Réunion, a French volcanic island (2500 km?) in the Indian Ocean
(55°30’E, 21°05’S). Four types of organic and mineral fertilizers were applied yearly on fodder crops, with
plots respectively: unfertilized (hereafter referred to as control), fertilized with N as ammonium nitrate
and P as soft rock phosphate (75% soluble in 2% formic acid) at 52 kg ha yr?! (hereafter referred to as
mineral), fertilized with a liquid dairy slurry at either 170 or 290 P kg ha? yr? (hereafter referred to as
slurry), or fertilized with a dairy manure compost at either 70 or 120 P kg ha yr?! (hereafter referred to
as compost) (See Table S1 in Chapter Il for further details). Compost and slurry were lyophilized and
crushed at 2 mm before analyses. Table 1 shows the properties of the slurry and the compost.

Table 1 Parameters of organic fertilizers used in the field experiment.

Unit, dry mass Slurry Compost
Dry matter 105°C % 9.1 46.3
Organic C? g kgt 890 232
N total® g kgt 24.8 22.4
Ptotal® g kg 8.0 7.0
Pi-water® g kgt 0.6 0.9
pH-water® 7.5 7.5
21S010694
b1S014869-1

¢Inorganic phosphorus extracted withwater
d Soil:liquid ratio 1:5

Plots were arranged in a randomized block design with three replicates. The soil was sampled after 6
and 10 years of fertilization at 0-15 cm depth in each plot, corresponding to the three replicates of the
six fertilization modalities investigated: i.e. control, mineral, slurry Ld (low dose) and Hd (high dose), and
compost Ld and Hd (n = 36). Soil samples (hereafter referred to as soils) were air dried, sieved at 2 mm,
and analyzed by a routine soil testing laboratory (CIRAD, US Analyses). Table 2 shows the properties of
the soil at the beginning of the field experiment. The soil is classified as an andosol (IUSS Working Group
WRB, 2014) and exhibits a high Pi sorption capacity and a low Pi availability (Chapter Il; Truong et al.,
1974).
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Table 2 Parameters of andosol sampled at 0-15cm under grassland cover at the beginning of the

field experiment.

Unit, dry mass

Clay (< 2 pm) g kgt 139
Silt (2 - 50 pm) g kg 680
Sand (50 —2 000 um) g kg 181
Bulk density gem? 0.55
Organic C* g kg 123
N total® g kg 10.9
P total® mg kg? 3030
Pi-Olsen mgkg? 23.7
Pi-water® mg kg? 0.36
pH-waterf 5.8

21S0 10694

bSO 13878

¢SO 14869-1

d Inorganic phosphorus extracted with Olsen method

¢ Inorganic phosphorus extracted with water

fSoil-fiquid ratio 1:5

1.2.2. Measurement of inorganic phosphorus availability in soil

We used water and Olsen extractions for assessing soil Pi availability. Water extraction, considered

as a proxy of soil solution targeting Pi directly available for plants, was performed by shaking the 1:10

soil:liquid mixtures during 24 h in an end-over-end shaker (Morel et al. 2014). Olsen extraction (NaHCO3

0.5 M at pH 8.5), based on the exchange between carbonate and Pi sorbed on soil surfaces, was

performed by shaking the 1:20 soil:liquid mixtures during 30 min in an end-over-end shaker (Olsen et al.

1954). After centrifugation at 3 500 x g for 5 min and filtration of supernatant at 0.22 um (Minisart,

Sartorius), P concentration was measured by colorimetry with the malachite green method (Rao et al.

1997) in Olsen and water extracts, and by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Q-ICP-

MS X Series II+CCTTM, Thermo Fischer) in water extracts only. According to Van Moorleghem et al.

(2011), we considered colorimetrically-measured P as Pi (i.e. ionic and colloidal Pi) and the difference

between total P and colorimetrically-measured P as Po. Each extraction was replicated twice on each

soil.
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1.2.3. Inorganic phosphorus sorption experiments

Sorption experiments were carried out on eight soils collected after 10 years in the field experiment
and corresponding to five soils from one replicate of control, mineral, slurry Ld, compost Ld, and
compost Hd plots and three additional soils from the control plot whose the pH was artificially increased
in the laboratory. These three latter soils were prepared by mixing 11 g of soil (dry mass equivalent) with
respectively 0, 1.4, or 2.4 mL of NaOH 300 mM and 1.5, 0.7, and 0.1 ml of NaCl 500 mM to compensate
the amount of Na added with NaOH. Ultra-pure water was added to reach 75% of the maximum water
holding capacity (i.e. pF 2.5) and the mixture was then incubated at 28°C in the darkness during 48h.
Sorption experiments were started immediately following the incubation step.

Sorption experiments consisted in shaking 1g of each soil (dry mass equivalent) with 10 mL of KH,PO,
at either 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, and 250 mg P L'* for 64 h at 23 °C in an end-over-end shaker
(protocol adapted from Barrow and Debnath, 2014). After a centrifugation at 3 500 x g for 5 min and
filtration of the supernatant at 0.22 um, Pi remaining in solution was measured colorimetrically as
described above. Each sorption experiment was replicated twice on each soil.

According to Barrow (2008), Pi sorption on the soil solid-phase was described with a Freundlich-like
equation as follows:

Pi-sorbed = aC® - q Eq. (1)

where Pi-sorbed is the amount of Pi sorbed in mg kg?, Cs is the final Pi concentration in solution (i.e.
presumably in equilibrium with Pi-sorbed) in mg L%, a and b are shape parameters whose the product,
i.e. the buffering index (B/), represents the instantaneous slope for a C; of 1 mg L (Barrow and Debnath,
2014), and g is the amount of Pi in mg kg that could be desorbed when concentration in solution is
maintained at zero. The buffering index was used to compare sorption curves.

1.2.4. Data processing and analysis

Data were statistically analyzed with the R package (R Core team, 2013). The effect of fertilization on
soil parameters was studied with ANOVA and pairwise Tukey HSD (Honest Significant Difference) tests
were used to rank fertilization modalities. The effect of P fertilization rate was studied with linear
regressions between soil total P and Olsen-extracted Pi (Pi-Olsen), water-extracted Pi (Pi-water), and the
proportion of Pi versus Po in water extracts (%Pi-water). The ratio between soil total P and Pi-Olsen (Pi-
Olsen/Total P), Pi-water (Pi-water/Total P), or %Pi-water (%Pi-water/Total P) was used to eliminate the
influence of P fertilization rate on Pi availability and %Pi. Linear regressions between pH or organic
carbon in soil and Pi-Olsen/Total P, Pi-water/Total P, %Pi-water/Total P, or sorption parameters g and B/
were used to study the effect of soil properties.
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1.3. Results & discussion

1.3.1. Decadal organic and mineral fertilization markedly changes physical-chemical
properties and phosphorus availability in soil

Organic and mineral fertilization changed soil pH (Figure 1a, Tables S1). After 10 years of fertilization,
soil pH decreased by 0.6 units with mineral fertilization compared to the control soil (pH 5.7). By
contrast, soil pH increased with organic fertilization compared to the control soil, by 0.7 units with
compost high dose (Hd) and by 1.2 units with slurry Hd. Decrease of soil pH after long-term application
of NH4NOs have been previously reported (Stroia et al. 2011) and could result from the uncompleted
consumption of protons produced by nitrification. Increase of soil pH with long-term organic fertilization
was also found in several studies (Haynes and Mokolobate, 2001; Noble et al. 1996), and can be due to
the organic matter applied, and subsequent decarboxylation of organic anions (de Vries and Breeuwsma,
1987; Yan et al., 1996).

Organic fertilization increased significantly the organic carbon content in soil compared to control
and mineral fertilizations (Figure 1b, Appendix 1). After 10 years of fertilization, organic C was equal to
122 g kg in control soil. Slurry induced a lower accumulation of C (137 g kg* for Hd) than compost
(154 g kg* for Hd), while the dose of C yearly applied was much higher with slurry Hd (3400 kg ha* yr?
for Hd) than with compost Hd (390 kg ha yrfor Hd). These results agreed with the literature, showing
that proportion of C accumulated in soil with long-term organic fertilization increases with the
abundance of stabilized compounds in organic fertilizer, which is generally higher in composted matters
(Peltre et al., 2012).

Organic fertilization also increased significantly soil total P compared to control and mineral
fertilization (Figure 1c, Table S1). Soil total P was equal to 3.0 g kg in control and soil with mineral
fertilization, 4.2 g kg™t in soil with slurry Hd, and 4.3 g kgt in soil with compost Hd. Differences of soil total
P between fertilization modalities resulted mainly from different rates of P applied, which were much
higher with organic than mineral fertilizers. Different P uptake by plants and potentially loss of P by
runoff could also slightly change soil total P between fertilizations. High cumulative P budgets in soils due
to high rates of P applied was previously found in long-term field experiments (Morel et al., 2014). In our
study, P accumulated in soil increased mainly with fertilization rate.
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Figure 1 Changes in properties and phosphorus availability in the andosol after 10 years of no
fertilization (control), mineral, or organic fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy
slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Error bars stand for standard error (n = 3). Different
letters indicate significant difference at p < 0.05.
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Available Pi content determined by Olsen (Pi-Olsen) or by water extractions (Pi-water), and
proportion of Pi determined by water extraction (%Pi-water) changed with fertilization (Figure 1d, 1e and
1f; Table S1). After 10 years of fertilization, Pi-Olsen was the lowest in control and mineral soils
(respectively 17.1 and 19.5 mg kg?), and the highest in compost Hd soil (71.1 mg kg?). Content of Pi-
water was the lowest in mineral and control soils (respectively 0.15 and 0.24 mg kg), and the highest in
compost Hd and slurry Hd soils (2.23 and 2.55 mg kg, respectively). Proportion of Pi-water (%Pi-water)
was also lower in control and mineral soils (22% and 25%, respectively) than in soils with organic
fertilizers (59% and 66% respectively for slurry Hd and compost Hd). This agreed with the literature
showing that long-term organic fertilization increased mainly available Pi in soils (Chapter Il; Negassa and
Leinweber, 2009). Content and form of moderately and readily available Pi changed thus with
fertilization types.

1.3.2. Fertilization rate alters phosphorus availability and form in soil

Content of Pi-Olsen increased with soil total P on a close and unique relationship for all fertilization
modalities (r? adj = 0.79) (Figure 2a). Previous studies showed also a unique increase of Pi-Olsen with soil
total P (Chapter II; Bai et al. 2013) or with cumulative P budget (Morel et al. 2013), irrespective of
whether P was applied as mineral or organic fertilizers. Our results show that the rate of P applied rather
than the nature of fertilizer catch an important part of the variability of Pi-Olsen in soil.

Content of Pi-water increased with soil total P on a unique relationship for all fertilization modalities,
but with a weaker correlation than Pi-Olsen (r?* adj = 0.60) (Figure 2b). Relationship between Pi-water
and soil total P was even weaker for compost soils on the one hand (r? adj = 0.41), or slurry soils on the
other hand (r? adj = 0.28). Correlations between P-CaCl, and total P calculated from Vanden Nest et al.
(2016) were also moderate in soils of two field trials respectively after 13 years (r? adj = 0.53) and 6 years
(r?> adj = 0.38) of mineral or different organic fertilizers. By contrast, Shepherd and Withers (1999)
showed a close and unique linear relationship between Pi-water and cumulative P budget in soils after 8
years of mineral or poultry manure fertilization (r? adj = 0.86), possibly because soil properties were less
affected by fertilization. Our results show that P fertilization rate is not the unique factor determining
the readily available Pi content in the andosol studied, even if when we distinguish the type of fertilizers.

The proportion of Pi determined by water extraction (%Pi-water) increased linearly with soil total P
after 10 years of organic or mineral fertilization (r? adj = 0.86) (Figure 2c). After 6 years of fertilization,
%Pi-water however did not change with soil total P. Fertilization type had little effect on the amount of
Po-water or Pi-water after 6 years of fertilization (Figure S1), while it had a strong effect on Pi-water
after 10 years (Figure le), which suggests that 6 years was a to short period to observe significant
differences between modalities. This agreed with the literature, showing that decadal organic
fertilization leads to an increase of available Pi, while effect on available Po is low (Chapter Il), and that
increase of available Pi with fertilization increase from the short-term (< 10 years) to medium-term (10-
25 years) and the long-term (> 25 years) (Negassa and Leinweber, 2009). This result showed that decadal
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mineral and organic fertilization favors Pi relatively to Po in the pool of P that plants are able to readily

take up in soil.

Figure 2 Relationships between indicators of phosphorus availability and soil total P in the andosol
after 6 or 10 years of no fertilization (control), mineral, or organic fertilization. Organic fertilization
consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Indicators were corrected
by soil total P to eliminate the influence of fertilization rate. Error bars stand for standard error (n =
2). Different letters indicate significant difference at p < 0.05. Circled points: soils used for sorption

experiment.
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1.3.3. Changes in pH and organic carbon in soil determine phosphorus availability and
form along with fertilization rate

Soil pH had a strong positive effect on Pi-water corrected by soil total P (r> adj = 0.78), and a
moderate positive effect on Pi-Olsen (r? adj = 0.54) or %Pi-water (r?> adj = 0.43) corrected by soil total P
(Figure 3). Positive correlation between Pi-water and soil pH can be explained by an increase of negative
charges on soil surfaces, leading to a decrease of Pi sorption (Barrow, 2017). Variations in soil pH change
the surface charges and thus the affinity of clay minerals and iron and/or aluminium (hydr)oxydes for
sorbing Pi (Gérard et al.,, 2016). The positive effect of pH on %Pi-water suggests that Pi sorption
decreases more than Po sorption when pH increases. Soil pH can affect sorption of both Pi and Po, but
the rate of sorption is specific to each Po molecule (Celi and Barberis, 2005). The moderate correlation
between soil pH and Pi-Olsen could be explained by the initially high pH (8.5) of the solution used for
Olsen extraction, which can reduce the effect of soil pH on Pi extracted. Our results show that without
the influence of P fertilization rate, soil pH had a major effect on Pi-water. These results suggest that P
efficiency of organic and mineral fertilizers is mainly due to their effect on soil pH.

Figure 3 Relationships between indicators of phosphorus availability and soil pH in the andosol
after 6 or 10 years of no fertilization (control), mineral, or organic fertilization. Organic fertilization
consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Indicators were corrected
by soil total P to eliminate the influence of fertilization rate. Error bars stand for standard error (n =
2). Different letters indicate significant difference at p < 0.05. Circled points: soils used for sorption
experiment.
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Soil organic carbon had a positive effect on Pi-water (r? adj = 0.49), Pi-Olsen (r? adj = 0.59) or %Pi-
water (r? adj = 0.63) corrected by soil total P (Figure 4). Positive correlations between organic C and Pi
available can be explained by a competition between organic anions and Pi for same sorption sites
(Regelink et al. 2015). Shen et al. (2014) previously showed that Pi-Olsen corrected by soil total P
increased linearly with soluble organic C (r? = 0.96) in soils fertilized with poultry manure. This higher
correlation could be due to the measurement of soluble organic C against the measurement of total
organic C in our study. Our results show that without the influence of P fertilization rate, soil organic
carbon had a slight effect on the content and form of available Pi in soil.

Figure 4 Relationships between indicators of phosphorus availability and soil organic carbon in the
andosol after 6 or 10 years of no fertilization (control), mineral, or organic fertilization. Organic
fertilization consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Indicators were
corrected by soil total P to eliminate the influence of fertilization rate. Error bars stand for standard
error (n = 2). Different letters indicate significant difference at p < 0.05.
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The variations of soil total P, pH, and/or organic carbon explained concomitantly the variations of Pi-
water, Pi-Olsen, and %Pi-water (Table 3). Soil total P and pH explained 85% of Pi-water variations; soil
total P, pH and organic C explained 88% of Pi-Olsen variations; and soil pH and organic C explained 78%
of %Pi-water variations. These results confirmed the suggestion that organic fertilization influences soil
Pi availability by increasing P, pH, and organic matter in soil (Haynes and Mokolobate, 2001). Our results
showed that the rate of P applied was not the unique factor driving P availability in soil; modifications of
soil pH and organic carbon due to organic and mineral fertilization determine also the content and form
of available Pi.

Table 3 Linear regressions of indicators of phosphorus availability against soil properties
parameters. Pi-water: water extracted inorganic P (Pi) in mg kg; Pi-Olsen: Olsen extracted Pi in mg
kg?; %Pi-water: proportion of Pi relatively to P total in water extract; P total: soil total P in mg kg™;
organic C: organic carbon in g kg* (n = 33).

IndicatorofP
availability

3|SO 14869-1
b pH measured , at soil:liquid ratio 1:5
€SO 10694

1.3.4. Changes in inorganic phosphorus sorption capacity determine readily
phosphorus availability and form in soil

Sorption of Pi decreased with organic fertilization compared to the control, while it increased with
mineral fertilization (Figure 5a). Curves of soils with organic fertilizers compared to the curve of control
soil, showed that for a same concentration of Pi in solution, less Pi was sorbed in soils with organic
fertilization. Sorption of Pi was equivalent in soils with slurry Ld and compost Ld, and the lowest in soil
with compost Hd. Buffering index (B/) was the lowest for compost Hd soil (460 mg L, against 506 mg L*
for the control) (Table S2). By contrast, sorption and B/ (600 mg L) were the highest in soil with mineral
fertilization. Vanden Nest et al. (2016) also showed that long-term manure application decreased Pi
sorption in soil. Our results showed that decadal organic or mineral fertilization changes soil Pi sorption
capacity in the andosol studied.

80



Buffering index decreased with soil total P (Figure 6a) and with organic carbon, with a same
spearman coefficient of correlation equal to - 0.81. Previous studies showed also a decrease of Pi
sorption in soil with long-term organic fertilization, due to the rate of P applied (Abadala et al. 2012;
Pizzeghello et al. 2011; Yan et al. 2013). Abdala et al. (2012) showed that maximum adsorption capacity
of soils decreased with increasing organic matter content in soil, which can be due to a competition
between negative organic compounds and Pi for the same sorption sites (Regelink et al. 2015). In our
study, the high correlation between soil organic carbon and soil total P avoid a clear distinction between
both parameters. Our results suggest that decrease of Pi sorption in soil depends on the rates of P and C
applied.

Sorption of Pi decreased with increasing soil pH (Figure 5b). Estimated parameter g, which
represents Pi that could be desorbed when the concentration in solution tends to zero, increased with
soil pH, with a spearman coefficient of correlation equal to 0.83. A previous study of Barrow and
Debnath (2015) found also an increase of parameter g with soil pH. These results mean that Pi sorption
decrease with increasing pH, especially for low Pi concentration in solution, and can be explained by an
increase of negative charges on solid surface of soil (Barrow, 2017). The decrease of soil pH with mineral
fertilizer (-0.6 units compared to the control) could thus explain the increase of Pi sorption in mineral soil
(Figure 5a). Our results show that modifications of pH due to organic and mineral fertilization modified Pi
sorption capacity of the soil.

Figure 5 Inorganic phosphorus sorption curves in the andosol after no fertilization (control),
mineral, or organic fertilization (a); and in the andosol after 10 years of no fertilization with pH
increased in laboratory (control pH 6.0, 6.5 and 6.9) (b). Organic fertilization consisted in either
dairy slurry or compost at low dose (Ld) and compost at high dose (Hd). Datapoint are the mean of
two replicates. Error bars are too small to be visible.
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The variations of Pi-water were well explained by the variations of parameters g, B/, and their
interaction (r? adj = 0.84). Equation of the linear regression is Pi — water = 7.610—3q + 5.4 Bl —
1.1 10 — 5 g * BI - 4.6. This result means that Pi sorption capacity of soil mainly influences Pi-water,
which is in accordance with Vanden Nest et al. (2016) showing that readily available P increased with
decreasing Pi sorption. Our study shows that organic or mineral fertilization changes soil Pi sorption
capacity by changing total P, organic C and soil pH, and suggests that Pi sorption determines readily
available Pi.

Figure 6 Buffering index (B/) as a function of soil total P (a) and estimated parameter g of the
sorption curves (see Eqg.(1)) as a function of pH (b), in the andosol after 10 years of no fertilization
(control), mineral, or organic fertilization (a); and in the andosol after 10 years of no fertilization
with pH increased in laboratory (control pH 6.0, 6.5 and 6.9) (b). Organic fertilization consisted in
either dairy slurry or compost at low dose (Ld) and compost at high dose (Hd). Error bars stand for
standard error (n = 2).

a b
BI(L ke?) Parameter g (mg kg 1)
750 5000+ & s Control
7007 @ 4000 1 O Mineral
650 1 * 3000 - @ SlurrylLd
600 = A Compost Ld
550 - 2000 A * A Compost Hd

<$ ControlpH6.0

5004 < o Ay
¢ Control pH6.5
450 - A N 1000 I o A 4 Control pH6.9
400 T T T T T T T T T
3000 3500 4500 5.0 55 60 65 70
P total (mgkg?) Soil pH

1.4. Conclusion

We aimed to differentiate the relative importance of modifications of pH and organic carbon in soil
after mineral or organic fertilization compared to the accumulation of P, on soil Pi sorption and soil P
availability. After 10 years, organic and mineral fertilization markedly changed pH, total P and organic C
in the andosol studied. Soil Pi sorption decreased with soil pH, and decreased with total P and organic C.
Our study shows that beyond the rate of P applied, modifications of soil pH and organic C induced by
long-term organic and mineral fertilization determine readily available Pi in andosol. Our study suggests
that P efficiency of organic or mineral fertilizers is mainly due to their effect on soil physical-chemical
properties, especially on pH. It would be interesting to study the influence of modification of soil
physical-chemical properties on Pi availability in other soil types.
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1.5. Annexes

Table S1 Phosphorus availability and soil properties in the andosol after 6 or 10 years of no
fertilization (control), mineral or organic fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy

slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Values of the three field replicates for each
fertilization modality are given.

Treatment

%Pi-water = 100 x Pi/Pt
41SO014869-1
¢|SO 10694
fISO13878
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Table S2 Soil properties and parameters of inorganic phosphorus sorption curves in the andosol after
10 years of no fertilization (control), mineral or organic fertilization; or after 10 years of no
fertilization with pH increased in laboratory (control pH 6.0, 6.5 and 6.9). Buffering index (B/) is equal
to the product of a and b, that are two parameters of sorption curves (Eq. (1)).

Treatment

is in parenthesis
21S0 10694
bSO 14869-1
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Figure S1 Water extracted inorganic phosphorus (Pi-water) or organic phosphorus (Po-water) in the
andosol after 6 years or 10 years of no fertilization (control), mineral or organic fertilization.
Organic fertilization consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) or high dose (Hd). Po-
water was calculated by difference between total P measured in extract by ICP-MS and Pi measured
in extract by colorimetry. Error bars stand for standard error (n = 3). Different letters indicate
significant difference between fertilization modalities at p < 0.05. Asterisk indicate significant
difference between 6 and 10 years for a given fertilization modality; *** p-value < 10-3; ** p-value
< 10-2; * p-value > 0.05.
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Abstract

One of the major challenge concerning P fertilization is to increase the use of P accumulated in soil
for crops. Long-term organic fertilization can increase soil pH and organic matter content and thus
increase soil P availability. Nevertheless, plant P uptake, i.e. P phytoavailable, can differ from P available.
We thus studied the effects of modifications of soil physical-chemical properties and P accumulation due
to long-term fertilization, on P availability, on P phytoavailability, and on the efficiency of fresh
phosphate applied. We studied soils sampled on an andosol field experiment after 12 years of organic
(dairy slurry or compost of dairy manure), chemical NPK with N applied as ammonium nitrate; or mixed
of organic and ammonium nitrate fertilization. Soil available Pi before growth experiment was
determined by isotopic exchange method associated with anion exchange membrane (Eaem).
Phytoavailable P was then determined in a growth experiment with pearl millet (Pennisetum glaucum)
realized in controlled conditions during three weeks, without or with fresh phosphate application (P or
+P treatments, respectively). Results show that soil available Pi (Easm) increased closely with soil total P
and increasing soil pH (linear regression with both variables: r? adj = 0.94). Plant P uptake increased with
Een (r? adj = 0.60), but decreased with soil pH (r? adj = 0.39) (linear regression with both variables and
their interaction: r? adj = 0.86). Soil pH had thus an opposite effect on available Pi and phytoavailable P.
Plant biomass was limited by low shoot P concentration in soils with low available Pi (control and NPK
soils), and by high shoot K concentration in soils with organic fertilizations. Fresh phosphate application
did not increase P uptake in soil with high Pi availability, or in soils with very low pH (< 5). Our study
shows that P availability and phytoavailability are closely correlated to P accumulated in soil, but
changed also with modification of soil pH induced by long-term fertilization. Modification of soil pH can
moreover modify efficiency of a fresh fertilizer applied.
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2.1. Introduction

The future phosphorus (P) scarcity implies to reduce the use of P fertilizers and to increase their
efficiency (Cordell et al. 2011). In developed countries with intensive fertilization practices, P has been
applied in excess and agricultural soils can thus contain very high amount of residual P (Sattari et al.
2012). Increasing the utilization by crops of soil residual P as well as fresh P applied is a promising way to
reduce the use of fertilizer. This objective can be reached by investigating the ability of plant roots to
take up phosphate from the rhizosphere (Faucon et al., 2015) and/or increasing the availability of soil
residual P (Menezes-Blackburn et al., 2017). The second one received less attention in the past decade
and need to be explored.

Soil P availability increases with the residual P content in soil, but changes also with soil physical-
chemical properties (Stroia et al., 2007; Withers et al. 2016). Soil P availability changes especially with
soil pH that alters inorganic P (Pi) sorption capacity of the soil (Chapter Il). Increasing pH increases
negative charges on soil surfaces, which can decrease Pi sorption and thus increase P availability
(Barrow, 2017). Soil P availability can also increase with soil organic carbon, because organic anions can
compete with Pi for the same sorption sites and thus decrease Pi sorption (Regelink et al. 2015). In soils
exhibiting contrasting physical-chemical properties and fertilized in the long-term, amount of residual P,
soil pH and organic carbon are key factors driving P availability (Chapter I11.1).

Sorption and desorption capacities of soils change with pH. The pH at which occurs maximum Pi
sorption or desorption is specific to the nature of Al/Fe oxyde or clay mineral (Gérard et al., 2016).
Variations in Pi sorption/desorption capacities with soil pH change thus between soils, which contain a
variety of minerals and organic matter in different proportions. In classic ranges of soil pH (5-8), sorption
of Pi tends to decrease with increasing pH (Barrow and Debnath, 2015). Efficiency of a fertilizer can thus
increase with increasing pH, because sorption of P added onto the soil decreases. Effect of pH on Pi
desorption is less obvious; desorption tends to increase with increasing pH above 7, but tends to
decrease with increasing pH below 7 (Barrow et al., 2017).

Desorption of P from the soil surfaces to the roots influences plant P uptake (Barrow et Debnath,
2014). According to Barrow et al. (2017), plant P uptake tends to decrease with increasing pH, because of
the decrease of desorption of P from the soil to the roots. When pH increases, P phytoavailability could
thus decrease because of a lower P desorption from the soil surfaces to the roots, while P availability in a
soil fertilized increases because of a lower sorption of P added from the solution to the soil surfaces.
Variations in plant P uptake with pH has been studied mainly independently of fertilization effect, and
mainly in hydroponic experiments or in soils with pH modified in laboratory (Mitsukawa et al., 1997;
Sentenac and Grignon, 1985). There is a clear lack of studies based on field experiment investigating the
relative influence of soil pH and P fertilization on plant P uptake.

Long-term organic and mineral fertilization can markedly modify soil physical-chemical properties.
Organic fertilization often leads in the same time to an increase of pH and organic matter in soil, and to
an accumulation of P (Chapter Ill.1; Haynes and Mokolobate, 1999). Both modifications of soil physical-
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chemical properties and accumulation of P with long-term organic fertilization can increase P availability,
but their relative effects have been poorly investigated. We previously showed that the rate of P applied,
and the modifications of pH and organic carbon determine Pi sorption capacity and P availability in an
andosol fertilized in the long-term. Nevertheless, it is well known that P available in soil reflects only
partially P uptake by plants, because of rhizosphere modifications induced by plant roots (Hinsinger et
al.,, 2011). Variations in plant P uptake with modifications of soil physical-chemical properties and P
accumulation due to long-term fertilization need to be investigated.

We thus aimed to determine the effects of modifications of soil physical-chemical properties and P
accumulation due to long-term fertilization, on P availability, on P phytoavailability, and on the efficiency
of fresh phosphate applied. We used soils from a 12 years old organic and mineral fertilization
experiment, exhibiting different residual P content, pH and organic carbon among fertilization
modalities. We determined P availability in these soils by isotopic exchange method associated to anion
exchange membrane (Eaem), and then we realized a growth experiment using pearl millet (Pennisetum
glaucum) with or without fresh phosphate application, to determine P phytoavailability.

2.2. Material & Methods

2.2.1. Description of field experiment and soil sampling

Soil samples were collected from a long-term field experiment located in Réunion, a French volcanic
island (2500 km?) in the Indian Ocean (55°30’E, 21°05’S). The experimental area is characterized by a
tropical climate with an average annual precipitation of 2020 mm, with most of the rain between
December and April, and an average temperature varying from 9.1 to 18.7°C (Météo-France, 2017). The
experiment was cultivated under grassland with five cuts per year for 12 years on an andosol (IUSS
Working Group WRB, 2014). Table 1 shows the soil parameters at the beginning of the field experiment.
Plots were arranged in a randomized block design with three replicates.

Ten modalities with organic and/or mineral fertilization were performed yearly as follows (Table S1):
a control without fertilization, two mineral fertilizations with both 52 kg P ha* yr as soft rock phosphate
(75% soluble in 2% formic acid) but differing by the dose of N applied as NH4sNO; (NPK 1 and 2,
respectively); two fertilizations with dairy slurry corresponding to either 170 or 290 kg P ha yr? (slurry
low dose (Ld) and high dose (Hd), respectively); two fertilizations with dairy manure compost
corresponding to either 70 or 120 kg P ha? yr! (compost Ld and Hd, respectively); and three mixed
fertilizations of organic fertilizers and N applied as NH4sNOs: dairy slurry at low dose and NHiNO;
(slurry Ld/N); dairy manure compost at low dose or at high dose and NHsNO; (compost Ld/N or compost
Hd/N, respectively). Compost and slurry were lyophilized and crushed at 2mm before analyses. Table 2
shows slurry and compost parameters.
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Table 1 Parameters of andosol sampled at 0-15cm under grassland cover at the beginning of the
field experiment.

Unit, dry mass

Clay (< 2 pm) g kgt 139
Silt (2 - 50 pm) g kg 680
Sand (50 — 2 000 pm) g kg 181
Bulk density gem? 0.55
Organic C* g kg 123
N total® g kgt 10.9
P total® mg kg? 3030
Pi-Olsen mgkg? 23.7
Pi-water® mgkg? 0.36
pH-waterf 5.8

21S0 10694

bS50 13878

¢SO 14869-1

d Inorganic phosphorus extracted with Olsen method
¢ |norganic phosphorus extracted with water
f Soil:liquid ratio 1:5

The soil was sampled after 12 years of fertilization at 0-15 cm depth in each plot, and soil samples
(hereafter referred to as soils) were air dried and sieved at 2 mm. The three replicates per fertilization
were then mixed to obtain a composite for each of the ten fertilization modalities. Soils were analyzed
by a routine soil testing laboratory (CIRAD, US Analyses). The soil is classified as an andosol (IUSS
Working Group WRB, 2014); Table 1 shows the soil parameters at the beginning of the field experiment.
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Table 2 Parameters of organic fertilizers used in the field experiment.

Unit, dry mass Slurry Compost
Dry matter 105°C % 9.1 46.3
Organic C? g kgt 890 232
N total? g kgl 24.8 22.4
P total® g kg 8.0 7.0
K total g kgt 45.4 11.1
Pi-water® g kgt 0.6 0.9
pH-water® 7.5 7.5
215010694
bSO 148691

¢ Inorganic phosphorus extracted with water
d Soil:liquid ratio 1:5

2.2.2. Determination of total, inorganic, and organic phosphorus in soils

For the determination of total P, 1 g of dry soil was heated in a muffle furnace at 500°C to ensure the
oxidation of the organic P (Po) into inorganic P (Pi). The ashes were then digested for 16 h with 25 ml of
0.5 M H,SO,4 (Saunders and Williams, 1995). The digest was centrifuged for 15 min at 1500 x g and
filtered at 0.45 um (Minisart, Sartorius). The concentration of Pi was determined in the filtrate by
inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES, Thermo Fisher iCAP 7200). For the
determination of Pi, the same procedure was performed but without oxidizing Po. The concentration of
Po was calculated by making the difference between total P and Pi. This method is well established and
commonly used for the determination of total Po (Luo et al., 2017). Nevertheless, a part of total P could
not be extracted with 0.5 H,SO, in some soils (with or without ignition), we cannot thus be sure that it
corresponded to soil total P. Walker and Adams (1958) found higher values of P extracted with this
method than classic method for the determination of total P in several soils. Moreover, we previously
determined soil total P in soils from the same field experiment, using a classic established method (P
extracted with HF, HCIO, and HNOs after ignition) (Chapter 111.1), and we found very similar amount of P
than in the present study. We thus considered in this study, that total P extracted with 0.5 H,SO, after
ignition of the soil corresponded to soil total P.

94



2.2.3. Determination of available inorganic phosphorus in soil by isotopic exchange
method associated to anion exchange membrane

Classic isotopically exchangeable inorganic P (Pi) can be difficult to determine in the andosol studied,
which has a high Pi sorption capacity (Chapter 1l) and thus a low concentration of water or CaCl,
extracted Pi (Chapter Ill.1), close to the limit of quantification (LQ) (0.02 mg L) when using the green
Malachite colorimetry method (Rao et al. 1997; Van Moorleghem et al. 2011). Inductively Coupled
Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS) has a lower LQ (0.008 mg L), but cannot be used in the classic
isotopic exchangeable Pi method, because it measures total P and is therefore not able to differentiate Pi
from Po. We thus used the isotopic exchange method associated to anion exchange membrane (AEM)
proposed by Maertens et al. (2004), which assumes that only Pi is binding to AEM. Concentration of Pi in
AEM eluates can thus be determined by ICP-MS and errors due to low concentration of water or CaCl,
extracted Pi are reduced.

An equivalent of 3g dry soil was mixed with 30 mL of CaCl, 5 mM for 16 h for pre-equilibration of the
soil-solution system. Radioactive phosphate 33P0, (0.1 MBg 30mL?) and two anion exchange membranes
(AEM) of 5 cm? loaded with HCO3 (55164 2S, BDH Laboratory Supplies) with an anion exchange capacity
of 0.037 cmol. cm were added concomitantly to the soil-solution mixture and shaken for 5 days more.
Then, AEM were removed from the soil-solution mixture, rinsed with ultra-pure water, and eluted for 16
h in 20 mL of HCI 0.5 M. The concentration of 33Pi and total P was measured with a B-counter (Packard
Tri-Carb 1600CA liquid scintillation counter; scintillation cocktail Ultima Gold AB) and by ICP-MS (Agilent
7700x), respectively. We calculated the Eaev values and the solid-solution partitioning coefficient of Pi
(K4) according to Maertens et al. (2004), assuming that AEM binding capacity was the same for 3!Pi and
33pj;

vV
Eagm = C31pijiquid (M + Kd) Eq. (1)

With Cs1p;jiquiq the concentration of Pi in the AEM eluate (mg L™), V the volume of CaCl; in soil

suspension (L) and M the mass of the soil (kg).

C
K — Spisolid _ R—1
7 Cq3 T T
Piliquid

Eq. (2)

S

with Cs3p; 5011q the concentration of **Pi on the soil solid phase (mg L) and Cs3pjliquiia the concentration
of 3Pi in the AEM eluate (mg L?), R the total radioactivity introduced in the soil suspension (Bg mgP?)
and r the final radioactivity in AEM eluates after 5 d (Bq mgP™?).
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We thus have from equations (1) and (2):

% Eq. (3)

with SAsenmthe specific activity of P in AEM eluate (Bg mgP™2).

To check the assumption that only Pi was binding to EAM, we also measured Pi concentration in AEM
eluates by colorimetry with the malachite green method. On the range of high concentrations, i.e.
between 0.06 and 0.3 mg P L determined by colorimetry, concentrations determined by colorimetry
and by ICP-MS were closely correlated on the 1:1 line (y = 0.99 x + 0.01, r? adj= 0.98***) (Figure S1). Soils
with low P concentrations are soils that received low P inputs at the field (control, NPK 1 and NPK 2
fertilizations), and thus soils with a higher proportion of Po versus Pi in water extract (72-81% of Po) than
soils that received high P inputs (29-61% of Po) (Chapter Ill.1). We can thus conclude that P bound to
AEM corresponds likely to Pi only, when the AEM method is deployed on soils with a low proportion of
Po, but we cannot conclude for soils with a high proportion of Po (> 70% in water extract).

2.2.4. Determination of phytoavailable phosphorus with plant growth experiment

In the treatment without fresh phosphate addition (JP), the ten soils from the field experiment
were fertilized with a nutritive solution containing NHsNOs and KCl to provide 120 mg N and 100 mg K kg’
1 dry soil. In the treatment with fresh phosphate addition (+P), the ten soils were fertilized with a
nutritive solution containing NHsNO3z and KH,PO, to provide 120 mg N, 100 mg K, and 80 mg P kg? dry
soil. Soils were moistened to reach 70% of pF 2.5 and were pre-incubated for 6 days in a phytotron in the
darkness at 24 °C and 65% of relative humidity. After pre-incubation, each soil was separated into four
replicates in plastic pots containing 225 g dry soil, and 8 seeds of pearl millet (Pennisetum glaucum) were
sowed per pot. Pots were placed in a phytotron with the following climatic conditions: 12 h of light day?,
28/20°C (day/night) and 65% of relative humidity. Soils were then moistened daily to maintain 70% of pF
2.5. Five days after sowing, we kept only four plants per pot by cutting the shoots of extra plants, and
10 days after sowing only two plants. After 19 days of growth, the shoots of remaining plants were cut
1 cm above soil surface, cut into small pieces and dried at 65°C for 48h to determine shoot biomass.
Plant shoots were heated in a muffle-oven at 500°C during 6h and ashes were then digested in 300 mL
HCl (37% w w™) and 100 mL HNO; (68% w w) per liter. The concentration of Ca, K, Mg, and P in plant
digests was measured by ICP-OES. Certified reference corn (Zea mays L.) was included in the digestions
and analyses; the measurement recovery was 101% for Ca, 93% for K, 91% for Mg and 108% for P.
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2.2.5. Data processing and analysis

Data were statistically analyzed with the R package (R Core team, 2013). ANOVA was used to study
the effect of the field fertilization modalities and the effect of laboratory fresh phosphate application
(treatment JP or +P) on soil and plant parameters. Pairwise Tukey HSD (Honest Significant Difference)
tests were used to rank field fertilizations modalities, with a threshold of significant at 0.05. Linear
regressions were used to study the effect of soil total P, pH and organic carbon on soil and plant
parameters.

2.3. Results and discussion

2.3.1. Long-term fertilization modifies pH and organic carbon content in soil

Long-term organic, NPK, and mixed fertilization modified soil pH compared to the control soil (Figure
1a). After 12 years of fertilization, NPK fertilizations decreased pH compared to the control soil by 0.7
and 1.2 units for NPK 1 and NPK 2, respectively. By contrast, organic and mixed fertilizations increased
soil pH, with higher increases with slurry (up to 1.4) than compost modalities (up to 0.8). Decrease of pH
induced by application of NHsNOs; and increase of pH induced by organic fertilization have been
previously reported in a study performed on the same field experiment after 10 years of fertilization
(Chapter lll.1); differences are larger here after 12 years. Acidification with NHsNOs should be due to the
nitrification of NH, that produces protons (Thomson et al. 1993), while increase of pH with organic
fertilization can be due to the organic matter applied, and subsequent decarboxylation of organic anions
(de Vries and Breeuwsma, 1987; Yan et al., 1996).

Organic and mixed fertilization increased the organic carbon content in soil compared to the control,
NPK 1, and NPK 2 modalities (Figure 1b). After 12 years of fertilization, organic C was equal to 125 g kg*
in control soil. Slurry induced an increase up to 20 g kg, while compost induced an increase up to 30 g
kg!; nevertheless, differences of organic C between slurry and compost modalities were not significant.
Accumulation of organic C with long-term organic fertilization agreed with the literature (Peltre et al.,
2012) and has been previously reported on the same filed experiment after 10 years of fertilization
(Chapter I11.1). Nevertheless, organic C was significantly higher in soil with compost than with slurry after
10 years of fertilization. Between 10 and 12 years of fertilization, organic C increased with slurry
modalities (by 8 g kg for Ld and by 5 g kg for Hd), while it remains almost constant with compost
modalities. Further analyses should be realized in the long-term to confirm the stagnation of organic C in
soils with compost.
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Figure 1 Changes in properties and phosphorus availability (Easv) in the andosol after 12 years of no
fertilization (control), mineral, organic or mixed organic/N fertilization. Organic fertilization
consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) and high dose (Hd); mixed fertilization
consisted in organic plus NH4sNOs fertilization. Error bars stand for standard error (n = 2). Different
letters indicate significant difference at the 0.05 level. In graph (c), letters stand for P total;
inorganic P (Pi) total is in gray; organic P (Po) total is in color and was determined by difference
between P total and Pi total; percentages are percentage of total Pi compared to total P.
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2.3.2. Long-term fertilization increases the total phosphorus content and the
proportion of inorganic phosphorus in soil

Organic and mixed fertilization increased the total P content in soil compared to the control, NPK 1,
and NPK 2 modalities (Figure 1c). After 12 years of fertilization, total P was not significantly different in
control soil (2.5 g kgl), and in soils with NPK 1 (2.9 g kg) or NPK 2 (2.7 g kg!) modalities. By contrast,
organic and mixed modalities induced an accumulation of total P in soils; compared to the control
increase of total P was lower with slurry modalities (increase up to 1.8 g kg with slurry Hd), than with
compost modalities (increase up to 2.8 g kg with compost Hd/N). Accumulation of P in soil was due to
high rates of P applied with organic residues compared to plant P uptake in the field experiment
(Chapter 1ll.1). In the literature, cumulated P budget (P applied — P uptake by plants) in long-term field
experiments generally ranges from about — 0.1 to 0.5 g kg%, but can reaches up to 1.8 g kg* (Morel et al.
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2013). In our study, the accumulation of P was thus high, particularly with organic and mixed
fertilizations at the highest doses.

The proportion of total Pi relatively to total Po (%Pi) in soil after 12 years of fertilization was higher
with organic and mixed fertilization compared to control, NPK 1 and NPK 2 fertilizations (Figure 1c).
Proportion of total Pi was equivalent in control (53%), NPK 1 (52%) and NPK 2 (52%) fertilizations, then
higher with slurry modalities (up to 56%) and then higher with compost modalities (up to 68%). Previous
studies showed also an increase of %Pi with medium-term or long-term organic fertilization (Negassa
and Leinweber, 2009).

The proportion of total Pi (%Pi) increased linearly with soil total P content, whatever the source of P
applied (r? adj = 0.82) (Figure 2). These results show that the rate of P applied with NPK fertilization was
too low to increase %Pi in soil. By contrast, organic and mixed fertilizations increased %Pi in soil because
of high rate of P applied. Previous studies performed on several field experiments in Réunion including
the experiment of the present study, showed that long-term organic fertilization increased in majority Pi
while it had few effect on Po in readily available pools, i.e. in water extracts or in Diffusive Gradients in
thin Films eluates, or in moderately available pools, i.e. Olsen and Olsen-Dabin extracts (Chapters Il and
l11.1). We showed here that fertilization increased total Pi relatively to total Po in the andosol studied,
irrespective of whether P was applied as organic or mineral fertilizer.

Figure 2 Relationship between proportion of total inorganic phosphorus (%Pi) and total phosphorus
in the andosol after 12 years of no fertilization (control), mineral, organic or mixed organic/N
fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) and high
dose (Hd); mixed fertilization consisted in organic plus NH4NOs fertilization. Error bars stand for
standard error (n = 2). The line represents the regression fit; *** p-value < 0.001.
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2.3.3. Inorganic phosphorus availability increases with total phosphorus and pH in soil

Values of Eaem in the ten soils varied from 80 to 556 mg kg* (Figure 1d). Maertens et al. (2004)
studying 14 different fertilized soils with a wide range of sorption capacities found Easv ranging from
2.55 mg kg! to 222 mg kg. In our study, Eaev Were thus high, which suggests a high P availability in soils
studied. Nevertheless, a previous study reported low values of water extracted Pi (median: 0.36 mg kg™)
and Olsen extracted Pi (median: 29 mg kg?) in the same field experiment, due to a high Pi sorption
capacity of the soil (Chapter I1), but high values of Olsen-Dabin extracted Pi (median: 318 mg kg?). These
results show that Eaesv determined after 5 days of isotopic exchange can be very high in a soil with high Pi
sorption capacity, but a high total P content.

Organic and mixed fertilization increased Eaem values in soil compared to the control, NPK 1, and
NPK 2 modalities (Figure 1d). Values of Earv were not significantly different between control soil (95 mg
kg!), NPK 1 (80 mg kg) and NPK 2 (121 mg kg?) fertilizations. By contrast, organic and mixed modalities
leaded to higher Eaeuv, ranging from 287 mg kg (slurry Ld/N) to 556 mg.kg? (compost Hd). Increases of
water extracted Pi and Olsen extracted Pi were previously reported in a study performed on the same
field experiment (Chapter 1ll.1), and has been reported elsewhere in the literature (Negassa and
Leinweber, 2009). We showed here that P availability determined by Eaem changed with fertilization
modality.

Figure 3 Relationship between phosphorus (P) availability (Easzv) and soil total P in the andosol after
12 years of no fertilization (control), mineral, organic or mixed organic/N fertilization. Organic
fertilization consisted in either dairy slurry or compost at low (Ld) and high dose (Hd); mixed
fertilization consisted in organic plus NH4NOs fertilization. Error bars stand for standard error (n =
2). The line represents the regression fit; *** p-value < 0.001.
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The variations of total P and pH in soil explained concomitantly 94% of variation of Earm. Values of
Esem were highly and positively correlated to soil total P (r? adj = 0.89) (Figure 3) but less to soil total Pi (r?
adj = 0.84), and positively correlated to soil pH (r?> adj = 0.59) (Table 3). The best linear regression
explaining the variations of Eaev included both total P and soil pH (Eaenv = 0.14 P total + 61 pH — 589; r? adj
= 0.94; p-value < 103). It is noteworthy that soil organic carbon was also positively correlated to Eaem (r?
adj = 0.84), but organic carbon and total P were highly and positively correlated (r* adj = 0.91), that
avoids a distinction of their relative contribution to the variation of Earsm. By contrast, soil pH and soil
total P were poorly correlated (r? adj = 0.38). In a previous study, we showed that water extracted Pi
increased mainly with total P and pH in soil (Chapter 1ll.1), but pH had a much stronger effect on water
extracted Pi (r? adj = 0.78) than here on Exen. Positive correlation between available Pi and soil pH can be
explained by an increase of negative charges on soil surfaces leading to a decrease of Pi sorption
(Barrow, 2017). Low effect of pH on Eaem suggests that exchangeable Pi after 5 days varies little with
sorption capacity of soil altered by pH. By contrast, Exem varies closely with the soil total P content. The
present study confirmed that the rate of P applied and changes of pH due to long-term fertilization
determine soil available Pi, but shows that pH had a much lower effect on Easn than on water extracted
Pi.

Table 3 Linear regressions of Easv (mg kg?) against soil soil total P (mg kg?) and soil pH in the
andosol after 12 years of fertilization (n = 10).

Soil parameters Intercept 2 adj p-value
Ean” = 0.18 Ptotal - 352 089 <10°
Epen = 166 pH~ - 708 059 610°
Eaxm = 0.4 Ptotal + 61 pH - 589 094 <10°

3 F s Was determined after 5 d of isotopic exchange
b1S0 14869-1

¢ pH measured , at soil:liquid ratio 1:5
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2.3.4. Phosphorus phytoavailability increases with available inorganic phosphorus, but
decreases with pH in soil

Organic and mixed fertilization increased plant P uptake compared to the control, NPK 1 and NPK 2
fertilizations (Figure 4a and b, Table S2). Without fresh phosphate application (treatment JP), plant P
uptake varied from 0.8 to 18.2 mg kgSoil™ following the order: control, NPK 1, NPK 2 < slurry 1, slurry 1/N
< slurry 2, compost 1 < compost 2 < compost 1/N, compost 2/N (Figure 4a, Table S2). Rank of fertilization
modalities was different between plant P uptake and Easv. Mixed fertilization with compost (compost
Ld/N and compost Hd/N) leaded to highest P uptake than only compost fertilization at the same dose
(compost Ld and compost Hd). Effect of fertilization type on plant P uptake has been mainly studied with
application of organic or mineral fertilizers in controlled conditions just before sowing, and thus in the
short-term with only one application of fertilizer (Shafgat and Pierzinsky, 2013; Shepherd el al., 2017).
We showed here that plant P uptake changed highly between fertilization types after 12 years of
fertilization at the field.

Plant P uptake increased with Exem (r? adj = 0.60) (Figure 5a). Relationship between plant P uptake
and Eaem Was mainly defined by two groups of soils; on the one hand soils with low Eagn (80 — 121 mg kg
1), i.e. control soil or soils with NPK 1 and NPK 2 fertilizations, and one the other hand soils with high Eagm
(286 — 560 mg kg?). In soils with high Eazv values only, plant P uptake was poorly related to Eaem (r? adj =
0.12). Previous studies showed that exchangeable Pi was the P available for plants (Morel and
Planchette, 1994). Nevertheless, Tran et al. (1988) showed that P uptake and E values after a 1 min of
exchange were closely correlated in soil with low Pi sorption capacity (r? = 0.81), but poorly correlated in
soil with high Pi sorption capacity (r* = 0.22). Our results show that plant P uptake changed with Eacm
after 35 days of exchange, but other factors are implied.

Plant P uptake decreased with pH in soil with organic and mixed fertilization (r? adj = 0.39) (Figure
5b). The variations of soil pH and Eaem explained concomitantly 70% of plant P uptake in soil with organic
and mixed fertilization (Table 4). Mixed fertilization with NH4NOs leaded to a decrease of pH in soil as
compared to organic fertilization only, which seems to induce a higher plant P uptake. These results are
in accordance with studied performed on hydroponic conditions or in soils with pH modified in
laboratory, showing that plant P uptake decreased with increasing pH in the range from 5 to 8 (Barrow et
al. 2017). For a same dose of P applied with long-term fertilization, plant P uptake and thus P
phytoavailability decreased when soil pH increased.
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Figure 4 Phosphorus phytoavailability (P uptake), shoot biomass, and phosphorus and potassium
concentration in plants grown in the andosol after 12 years of no fertilization (control), mineral,
organic or mixed organic/N fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy slurry or
compost at low (Ld) and high dose (Hd); mixed fertilization consisted in organic plus NHsNO;
fertilization. Soils received fresh phosphate application (+P treatment) or not (P treatment)
before sowing. The dotted line represents minimum requirement for optimal plant growth. Error
bars stand for standard error (n = 4). Different letters indicate significant difference between
fertilization modalities at the 0.05 level. Asterisks represent significant differences between P and
+P treatments; *** p-value < 0.001; ** p-value < 0.01; * p-value < 0.05.
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Although soil pH had a positive effect on Pi availability in soil, soil pH had however a negative effect
on P phytoavailability. In agreement with this result, phosphate uptake by corn grown in hydroponics
was shown to decrease at a given Pi concentration in solution with increasing solution pH within the
range 3 to 7.5 (Sentenac and Grignon, 1984). Phosphorus uptake by soil-grown soybean (Glycine max L.)
was also shown to decrease with increasing rhizosphere pH (Riley and Barber, 1971). Two concomitant
mechanisms may be invoked to explain the decrease of plant P uptake with increasing soil pH at a given
level of Pi availability. Firstly, phosphate, amine, and carboxyl groups borne by the root cell wall induce
that root surfaces are negatively charged in classic range of soil pH and this overall negative charge
increases with pH (Guigues et al. 2014). This first mechanism thus leads to an increasing repulsion of
phosphate in solution from root surfaces with increasing pH. This consideration was barely evoked in the
literature on P phytoavailability, but it is well accepted and widely used to describe root interaction with
trace elements including arsenate which is a chemical analogue of phosphate (Wang et al. 2011).
Secondly, when pH increases in solution and thus H* concentration decreases, phosphate transport into
the cell can decrease, because it may involve H+ cotransport and/or because the intrinsic sensitivity of
membranes transporter can decrease (Mitsukawa et al., 1997; Sentenac and Grignon, 1985).

Table 4 Linear regressions of plant P utpake (mg kgSoil?) against soil soil total P (mg kg?) and soil
pH in in the andosol after 12 years of fertilization, whithout fresh phosphate application (JP
treatment) (n = 7).

Soil parameters Intercept 2 adj p-value
Puptake’ = -9.8pH° +76 039 <10°
P uptake = 0.02 F peps” +2.5 0.12 0.04
Puptake = -12pH  +0.03E s +76 070 <10°

a P uptake was determined in pearl millet after 19 d of growth in controlled conditions
b pH measured , at soil:liquid ratic 1:5
€ E sep Was determined after 5 d of isotopic exchange
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Figure 5 Relationship between phosphorus (P) phytoavailability (plant P uptake) and P availability
(Eaem) (a), or soil pH (b), in the andosol after 12 years of no fertilization (control), mineral, organic or
mixed organic/N fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy slurry or compost at low
(Ld) and high dose (Hd); mixed fertilization consisted in organic plus NH4NOs fertilization. Error bars
stand for standard error (n = 4). The line represents the regression fit; *** p-value < 0.001; ** p-
value < 0.01.
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2.3.5. Low phosphorus concentration and high potassium concentration in plants limit
plant growth

Shoot biomass changed with fertilization modality (Figure 4c and d, Table S2). Lowest biomasses
were obtained for control (0.11 g for JP treatment), NPK 1 (0.22 g for JP) and NPK 2 (0.25 g for 2P)
fertilizations. Compost fertilizations increased shoot biomass (up to 0.73 g for &P) compared to slurry
fertilizations (up to 0.38 g for @P). Shoot biomass increased with shoot P concentration for control, NPK 1
and NPK 2 fertilizations (r? adj = 0.58) (Figure 6a). Shoot P concentration in control, NPK 1 and NPK 2
fertilizations was below 1.90 mg g (Figure 4e and f, Table S2), while the minimum P requirement for
optimal plant growth is 3 mg g (Marschner, 1995). In contrast, shoot P concentration in organic and
mixed fertilizations were above 3.2 mg g. These results suggest that plant growth was partly limited by
shoot P concentration and consequently by P phytoavailability, especially in control, NPK 1 and NPK 2
fertilizations. Growth limitation could also be due to the low soil pH in NPK 1 (5.1) and NPK 2 (4.6)

fertilizations, which can increase aluminum solubility and thus a phytotoxicity for plants (Haynes and
Mokolobate, 2001).
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Shoot biomass decreased linearly with shoot K concentration for organic and mixed fertilizations (r?
adj = 0.69) (Figure 6b). Plant K concentration was higher with slurry fertilizations (up to 77 mg g for P
treatment), than compost fertilizations (up to 60 mg g* for JP) (Figure 3g and h). Potassium content in
soils was huge with slurry (from 1.5 to 6 g kg), compared to other fertilization modalities (from 0.12 to
0.27 g kgl). As classic dairy slurries (Arienzo et al., 2009), slurry used in the present field experiment was
rich in K, with a concentration four-fold higher than the compost of dairy manure used (respectively 45.4
and 11 g kg?) (Table 1). The resulting K content in soils was much higher with slurry fertilizations (from
1.5 to 6 g kg!) than all other fertilizations. Previous studies showed a phytotoxicity of K on cress
(Lepidium sativum) and barley (Hordeum vulgare) grown on soil fertilized with biochar (Buss et al. 2016;
Shepherd et al. 2017). In our study, shoot magnesium (Mg) and calcium (Ca) concentrations decreased
linearly with K concentration for organic and mixed fertilizations (r? adj = 0.61 for Mg and 0.44 for Ca)
(Figure S2a and b). Phytotoxicity of K could thus be due to a competition of K* and Mg?* or Ca?* uptake,
that has been previously reported (Marschner, 1995). In our study, potassium uptake limited shoot
biomass, especially with slurry fertilizations.

Figure 6 Relationship between shoot biomass and phosphorus concentration (a) or potassium
concentration (b) in plants grown on the andosol after 12 years of no fertilization (control), mineral,
organic or mixed organic/N fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy slurry or
compost at low (Ld) and high dose (Hd); mixed fertilization consisted in organic plus NHsNO;
fertilization. Soils received fresh phosphate application (+P treatment) or not (P treatment)
before sowing. The line represents the regression fit; *** p-value < 0.001.
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2.3.6. Fresh phosphate application does not increase phosphorus phytoavailability in
soil with high inorganic phosphorus availability or very low pH

Fresh phosphate application (Treatment +P) did not change plant P uptake in organic and mixed
fertilizations, except for slurry Ld (Figure 4a and b, Table S2). These soils had initially high available P
content (Eaem = 287-556 mg kg?) (Figure 1d), because of high P accumulation with fertilization at the
field. Previous studies showed that the efficiency of fresh fertilization for increasing plant P uptake
decreased with the soil residual P content (Bahl and Toor, 1999; Gallet et al., 2003). In our study, the
initially high available P content in soils can thus explained the non-increase of P uptake with fresh
phosphate application in organic and mixed fertilized soils.

Fresh phosphate application (Treatment +P), increased plant P uptake on control and NPK 1 soils, but
not on NPK 2 soil (Figure 4a and b, Table S2). Fresh phosphate application leaded to a 2-fold increase of P
uptake in control soil and a 1.8-fold increase in NPK 1 soil. These soils had initially low available P content
(Eaeni= 96 and 80 mg kg* for control and NPK 1, respectively) (Figure 1d), increase of P uptake with fresh
phosphate application was thus expected. Nevertheless, fresh phosphate application had no effect on P
uptake in NPK 2 soil, while this soil had also an initially low available P content (Eazv= 120 mg kg?). The
non-increase of plant P uptake with fresh phosphate application on NPK 2 soil can therefore not been
explained by initially high available P content.

Increase of plant P concentration with fresh mineral P fertilization was positively correlated to the
soil pH in control, NPK 1 and NPK 2 soils (r? adj = 0.63, p-value = 0.03). By contrast, increase of plant P
concentration was not correlated to the initial available P content (Eaem) in soil. We showed that soil pH
decreased with the NPK 1 fertilization (pH = 5.1) and even more so with the NPK 2 fertilization (pH = 4.6)
compared to the control (pH = 5.8) (Figure 1a), which is presumably due to NH4 nitrification (see above
for the detailed discussion). Decrease of soil pH can increase Pi sorption capacity in soils (Barrow and
Debnath, 2014) and a study performed on the same field trial previously demonstrated this effect in the
andosol (Chapter Ill.1). The lower pH in NPK 2 soil could thus lead to a higher sorption of fresh phosphate
added. Our results suggest that the decrease of pH induced by long-term ammonium fertilization
suppressed the ability of fresh phosphate application to increase P phytoavailability.

2.4. Conclusion

We aimed to determine the effects of modifications of soil physical-chemical properties and P
accumulation due to long-term fertilization, on P availability, on P phytoavailability, and on the efficiency
of fresh phosphate application. Decadal fertilization increased the total P content in soil, and modified
pH and organic carbon content. Inorganic P (Pi) availability increased with soil total P and increasing soil
pH. Phosphorus phytoavailability, i.e. plant P uptake, increased with available Pi, but decreased with
increasing pH. Soil pH had thus an opposite effect on Pi availability and on P phytoavailability. Fresh
phosphate application did not increase P phytoavailability in soil with high Pi availability or very low pH.
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2.5. Annexes

Table S1 Description of fertilization modalities conducted on the field experiment. Ld and Hd stand
for low and high doses, respectively.

Fertilization

Description

Nutrient applied

N P
kg hayr? kg hayr® kghayr?
org chem tot

Control No fertilization 0 0 0 0 0
Ammonium nitrate, soft

NPK 1 rock phosphate, KCl 0 110 110 52 80
Ammonium nitrate, soft

NPK 2 rock phosphate, KCl 0 190 190 52 80

Slurry Ld Liquid, 40 m3*/ha/cut* 550 0 550 170 1080
Liquid, 40 m3/h t*

SurryLd/N  David 40mP/hajeutt, o oo 170 1080
ammonium nitrate

Slurry Hd Liquid, 70 m3*/ha/cut* 970 0 970 290 1890
Solid compost of dairy

Compost Ld manure, 7.2t/ha/2cuts* 220 0 220 70 120
Solid compost of dairy

Compost Ld/N manure, 7.2t/ha/2cuts*, 220 90 310 70 120
ammonium nitrate
Solid compost of dairy

Compost Hd manure, 12t/ha/2cuts* 370 0 370 120 200
Solid compost of dairy

Compost Hd/N manure, 12t/ha/2cuts*, 370 75 460 120 200

ammonium nitrate

*5 to 8 cuts/year
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Table S2 Phosphorus phytoavailability (P uptake), shoot biomass, and phosphorus and potassium
concentrations in plants grown in the andosol after 12 years of no fertilization (control), mineral,
organic or mixed organic/N fertilization. Organic fertilization consisted in either dairy slurry or
compost at low (Ld) and high dose (Hd); mixed fertilization consisted in organic plus NHsNO;
fertilization. Soils received fresh phosphate application (+P treatment) or not (P treatment)
before sowing. The four values for each fertilization correspond to the four plant replicates.

Fertilization P uptake (mg kgSoil™) Shoot biomasse (g) Shoot P concentration (mg g')  Shoot K concentration (mg g7)
ap +P ap +P ap +P ap +P
1.0346 1.3680 0.1375 0.1731 1.505 1.581 50.09 43.66
Control 0.7336 1.7445 0.1110 0.1943 1322 1.796 46.79 46.09
0.5215 1.4401 0.0737 0.1652 1.415 1.743 55.38 49.17
0.8537 19714 0.1260 0.2127 1.355 1.854 49.81 42.89
1.8418 3.5448 0.1771 0.3285 2.080 2.158 54.57 36.32
NPK 1 1.9712 3.4263 0.2223 0.3285 1.773 2.086 54.38 38.04
2.0027 3.4434 0.2406 0.3207 1.665 2.147 53.73 36.44
2.1050 3.6858 0.2260 0.3288 1.863 2.242 49.83 42.70
2.6979 1.8447 0.2807 0.1802 1.922 2.047 48.54 48.11
NPK 2 2.4996 1.9908 0.2519 0.1862 1.985 2.138 48.39 49.48
2.4491 2.6268 0.2486 0.2417 1.970 2.174 52.16 42.72
2.0313 22272 0.2344 0.2427 1.733 1.835 44.83 43.01
6.2289 8.8200 0.3917 0.4776 3.180 3.693 64.30 68.64
Slurry Ld 5.2747 10.1955 0.2988 0.5425 3.531 3.759 87.20 71.34
4.8119 7.7805 0.2937 0.3450 3.277 4.510 74.55 70.04
7.0451 6.6441 0.4880 0.3359 2.887 3.956 66.90 73.49
6.5013 5.2259 0.3405 0.2915 3.819 3.585 75.48 73.82
Slurry Ld/N 5.9217 5.4999 0.3990 0.2637 2.968 4.171 74.20 74.38
4.4941 3.7940 0.3123 0.1911 2.878 3.971 68.95 75.13
6.4821 6.8361 0.3865 0.3319 3.354 4.119 73.25 75.76
9.1802 9.8308 0.4464 0.4861 4.113 4.045 73.20 70.15
Slurry Hd 9.3882 7.0670 0.4043 0.3378 4.644 4.184 78.75 69.09
1.7373 8.1977 0.3753 0.4220 4.123 3.885 79.46 71.26
NA 5.9110 NA 0.2949 NA 4.009 NA 69.58
13.2056 14.7672 0.6430 0.6351 4.107 4.650 52.58 46.58
Compost Ld 7.9376 10.2614 0.4420 0.4324 3.592 4.746 58.38 57.89
10.4227 10.0659 0.4431 0.3650 4.704 5.516 57.56 58.33
9.9638 9.3405 0.5336 0.3315 3.735 5.635 46.19 61.70
16.9897 14.8167 0.6918 0.5779 4.912 5.128 48.95 51.19
Compost Ld/N 14.9679 23.6112 0.7380 0.8729 4.056 5.410 39.07 41.30
17.6938 14.3731 0.7687 0.5899 4.604 4.873 46.10 43.73
23.2017 16.3045 0.8423 0.5789 5.509 5.633 42.31 53.20
12.8825 11.9971 0.6422 0.4362 4.012 5.501 44.10 61.50
Compost Hd 14.5354 9.5416 0.7285 0.3561 3.990 5.359 44.57 68.43
12.5389 17.0364 0.5700 0.6111 4.400 5.576 51.96 64.52
12.5929 10.4103 0.7163 0.3916 3.516 5.317 36.19 65.76
16.1929 17.0232 0.6076 0.6068 5.330 5.611 59.96 58.29
Compost Hd/N 15.2398 13.3622 0.5610 0.5271 5.433 5.070 60.53 55.91
15.2396 16.6152 0.5476 0.5530 5.566 6.009 63.79 61.52
16.3257 15.2659 0.6925 0.5128 4.715 5.954 57.23 58.09
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V. Effets du type de fertilisant et du type de sol sur la
disponibilité et la phytodisponibilité du phosphore, a dose
égale de phosphore apportée

Dans le chapitre lll, nous avons étudié I'effet du type de fertilisant et de la dose de
phosphore (P) accumulé dans un andosol du fait de I'historique de fertilisations (P résiduel) sur
la capacité de sorption en P inorganique (Pi) et sa disponibilité dans le sol et in fine la
phytodisponibilité du P. Ce chapitre a montré que la disponibilité et la phytodisponibilité de P
augmentaient avec le P résiduel, mais évoluaient également selon le type de fertilisant apporté.
A une méme teneur en P résiduel, 'apport de résidus organiques a généré une augmentation du
pH et de la teneur en carbone organique du sol, qui a eu pour effet de diminuer la capacité de
sorption et d’augmenter la disponibilité de Pi dans le sol. En revanche, le P phytodisponible a
semblé diminuer avec |'augmentation de pH du sol.

Dans ces précédentes études, les fertilisants n’étaient pas apportés selon une dose
équivalente en P. Les modifications de pH induites par les fertilisants ont donc été corrélées a la
dose de P apportée. On ne peut donc pas a partir de ces études, préciser I'effet di aux
modifications de pH sur la disponibilité et la phytodisponibilité du P indépendamment de I'effet
du P résiduel. A La Réunion, il n’existe pas d’essai de terrain testant différents types de
fertilisants apportés a dose équivalente de P.

L’objectif de ce chapitre IV est donc de déterminer |'effet des modifications des propriétés
physico-chimiques du sol induites par le type de fertilisant, a dose égale de P apportée, sur la
disponibilité de Pi dans le sol et la phytodisponibilité de P. L'étude présentée dans ce chapitre
est basée sur des incubations successives de sol et résidus organiques en conditions controlées,
avec des apports répétés de fertilisants de maniére a simuler des apports répétés de fertilisants
en champ. L'importance des modifications des propriétés physico-chimiques du sol sur la
(phyto)disponibilité du P peut varier selon le type de sol comme nous I’avons vu au chapitre Il.
Nous avons donc réalisé cette expérimentation dans deux types de sol, d’'une part I'andosol
étudié dans le chapitre Il précédent, et d’autre part dans un nitisol étudié dans le chapitre Il et
présentant une capacité de sorption plus faible que I'andosol. Ces deux types de sol
représentent les extrémes de la gamme d’évolution des sols réunionnais, I'andosol étant le
moins évolué et le nitisol le plus évolué.
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Résumé

Les mécanismes déterminant l'effet des résidus organiques sur la (phyto)disponibilité du
phosphore (P) sont mal connus. Nous avons donc réalisé des incubations en conditions contrélées avec
des apports répétés de résidus a dose égale de P, pour déterminer I'importance des modifications des
propriétés physico-chimiques du sol et de la minéralisation des résidus sur la (phyto)disponibilité du P
dans un nitisol et un andosol. Des incubations successives ont été réalisées pendant 150 jours, avec cinq
apports répétés de résidu (compost, lisier ou boue) ou de fertilisant minéral (solution KH;PO4) espacés
de 30 jours. La minéralisation du carbone (C) a été suivie au long des incubation. Le P directement
disponible, i.e. la concentration de P inorganique (Pi) dans I'extrait a I'eau (Pi-eau), et le pH ont été
déterminés apres 30 jours d’incubation suivant chaque apport. Le P phytodisponible a été déterminé en
mesurant le P prélevé par du millet (Pennisetum glaucum) apreés dix jours de croissance sur les sols issus
des incubations. Le bilan en C organique (C apporté — C minéralisé) était positif dans les sols fertilisés
avec les résidus organiques, et particulierement fort avec le lisier et le compost. Le lisier et le compost
ont engendré une augmentation du pH des deux sols, induite par I'augmentation du C organique. Dans le
nitisol, I'apport de fertilisant minéral a engendré le plus fort Pi-eau dans le sol, alors que I'effet des
résidus organiques semblait limité par I'adsorption du Pi avec le calcium (Ca) apporté. Dans I'andosol, le
lisier et le compost ont engendré le plus fort Pi-eau, qui augmente avec le pH et la concentration en C
organique dissous en solution. Le P prélevé par la plante augmente significativement avec la
concentration en Pi-eau dans le sol (r? ajusté = 0,55), mais les différences de Pi-eau observées selon les
fertilisants ne correspondent pas toujours aux différences de P prélevé. Notre étude suggere que
I’efficacité des résidus organiques est déterminée par la minéralisation du C apporté et les modifications
des propriétés physico-chimique du sol, principalement I'augmentation du Ca et du pH.
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1. Introduction

Les fertilisants chimiques phosphatés sont synthétisés a partir de réserves minérales finies qui
s’épuisent, leur utilisation doit donc étre remise en question (Cordell et al., 2009). Les fertilisants
chimiques pourraient étre substitués par les résidus organiques, a condition de comparer leur efficacité
pour fournir du phosphore (P) aux cultures. Les études menées en champ montrent que I'effet d’un
résidu organique sur le P disponible du sol dépend de la dose P apporté (Morel et al., 2013 ; Chapitres
[11.1 et 111.2) ; on observe néanmoins des différences de P disponible dans les sols fertilisés avec différents
résidus organiques ou avec un fertilisant minéral, apportés a une méme dose de P (Achat et al. 2014 ;
Guivarch, 2001). Le P disponible est généralement inférieur ou similaire dans un sol fertilisé avec un
résidu organique que dans un sol fertilisé avec un fertilisant minéral (Frossard et al. 1996 ; Oberson et al.
2010 ; Morel et al. 2013).

L’efficacité d’un résidu organique peut étre estimée en déterminant sa valeur fertilisante (VF), qui
correspond au rapport entre le P (phyto)disponible dans un sol avec le résidu organique et le P
(phyto)disponible dans un sol avec un fertilisant chimique de référence, apportés a dose égale de P. La
VF des résidus organiques est souvent supérieure a 80% (Esco Mafor, 2014). Néanmoins, la VF change
fortement selon I'indicateur utilisé (Guivarch, 2001). La VF d’un résidu peut notamment étre différente si
elle basée sur un indicateur de P disponible, i.e. mesuré dans le sol, ou si elle est basée sur un indicateur
de P phytodisponible, i.e. mesuré dans la plante. Peu d’études cherchent a expliquer ces différences, et
les mécanismes déterminant I'effet des résidus organiques sur le P (phyto)disponible sont mal connus.

La disponibilité du P dans les résidus organiques semble peu influencer la disponibilité du P dans les
sols fertilisés (Guivarch, 2001). La spéciation du P dans les résidus organiques a également une faible
influence sur la disponibilité et la spéciation du P dans les sols fertilisés a long-terme (Annaheim et al.
2016 ; Negassa and Leinweber, 2009). La faible relation entre les mesures effectuées dans les résidus
organiques et les mesures effectuées dans les sols fertilisés, peut étre due aux mécanismes de sorption,
précipitation et minéralisation dans le sol, qui transforment la spéciation et la disponibilité du P apporté.

L'influence de la minéralisation des résidus organiques sur la disponibilité du P varie selon les études.
Les résidus organiques apportés a long-terme en champ engendrent généralement la méme
augmentation de Pi disponible dans les sols gu’un fertilisant minéral (Negassa and Leinweber, 2009 ;
Chapitres Il et lll), ce qui est souvent expliqué par la faible proportion de P organique (Po) dans les
résidus organiques, se situant autour de 20-30% (Darch et al., 2014), et donc la faible influence de leur
minéralisation. En revanche, en conditions contrblées (incubations ou cultures de plantes en pots), la
disponibilité du Pi dans les sols varie selon la nature du résidu organique apporté et est souvent plus
forte avec un fertilisant minéral. La vitesse et le taux de minéralisation sont tres variables d’un résidu
organique a 'autre (Thuries et al. 2000), et certaines études montrent une corrélation positive entre la
minéralisation des résidus organiques et la disponibilité du Pi dans les sols amendés (Guivarch, 2001). En
conditions controlées, les apports sont souvent réalisés sur des sols avec peu de P résiduel (ne contenant
pas de P accumulé par de précédentes fertilisation) et la disponibilité du Pi est mesuré peu de temps
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apres I'apport de résidus organiques ; l'influence de la minéralisation des résidus organiques sur la
disponibilité du P peut donc étre plus forte. Les incubations en conditions contrélées sur un temps court
avec un seul apport pourraient donc mal représenter |'effet d’apports répétés de résidus organiques en
champ sur le Pi disponible.

Les modifications des propriétés physico-chimiques du sol dues a I'apport de résidus organiques
peuvent influencer la sorption et donc la disponibilité du Pi dans les sols. De nombreuses études
montrent que les résidus organiques modifient le pH et la teneur en carbone organique des sols (Esco
Mafor, 2014) et ces deux parameétres peuvent fortement modifier la capacité de sorption en Pi du sol.
L'augmentation de pH peut diminuer la capacité de sorption, en diminuant I’affinité de certains minéraux
du sol pour le Pi, comme les (hydr)oxydes de Fe et/ou d’Al, ou les minéraux argileux, en augmentant le
nombre de charges négatives a leur surface (Gérard 2016). La sorption du Pi peut par ailleurs diminuer
avec la teneur en carbone organique, car les molécules organiques solubles entrent en compétition avec
le Pi pour les mémes sites de sorption (Regelink et al., 2015). Les différences de disponibilité en fonction
du résidu organique apporté sont par ailleurs souvent attribuées aux modifications des teneurs en
calcium, fer et aluminium, qui peuvent augmenter la sorption et/ou la précipitation du Pi dans les sols
(Frossard et al. 1996 ; Vanden Nest et al., 2016).

Nous avons donc réalisé des incubations en conditions controlées afin de comprendre les
mécanismes a l'origine de I'efficacité des résidus organiques sur la disponibilité et la phytodisponibilité
du phosphore, avec des apports répétés de résidus organiques pour simuler les effets d’apports répétés
en champ. Le but de notre étude était ainsi de déterminer I'importance des modifications des propriétés
physico-chimiques des sols et de la minéralisation des résidus organiques sur la disponibilité et la
phytodisponibilité en phosphore. Les résidus organiques ont été apportés selon une méme dose de P,
sur des sols n’ayant pas été fertilisés depuis plus de dix ans. L'importance relative des mécanismes
déterminant la (phyto)disponibilité¢ du P pouvant varier selon le type de sol, de méme que les
parametres influengant chaque mécanisme, nous avons basé notre étude sur deux types de sols, un
nitisol et un andosol, ayant une capacité de sorption en Pi tres différente. La disponibilité a été
déterminée en mesurant la concentration en phosphore inorganique dans I'extrait a I’eau des sols issus
des incubations, et la phytodisponibilité en déterminant la quantité de P prélevé par les plantes
développées sur les sols issus des incubations.

2. Matériels et méthodes

2.1. Nature et propriétés des sols

Deux types de sols réunionnais ont été prélevés sur I’horizon 0-10 cm. Un andosol de La Plaine des
Cafres a 1600 m d’altitude (précédemment étudié dans les Chapitres I, lll.1 et 1ll.2) et un nitisol de La
Mare a 100 m d’altitude (précédemment étudié dans le Chapitre Il). Ces deux sols se sont développés sur
des matériaux d’origine volcanique ; le nitisol est beaucoup plus évolué que I'andosol et ils présentent
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ainsi des propriétés physico-chimiques trés contrastées (Tableau 1). Les sols prélevés pour cette étude
n’avaient regu aucun apport de fertilisant depuis plus de 10 ans, on peut donc considérer qu’ils ne
contenaient pas de P résiduel di a de précédents apports, mais principalement du P du sol natif. Dans
I’andosol, la capacité de sorption en P inorganique (Pi) est forte, avec un coefficient de répartition du Pi
entre la phase solide (Kd) et la solution de 2349 L kg; ainsi la teneur en P total est forte (2880 mg kg?)
alors que la teneur en Pi extrait a I'eau est faible (0,9 mg kg™). Dans le nitisol, la capacité de sorption est
moyenne (Kd = 781 L kg?), ainsi les teneurs en P total (1930 mg kg?) et en Pi extrait 3 'eau sont
moyennes (2,1 mg kg?). Une fois prélevés, les sols ont été séchés a I'air libre et tamisés a 2 mm.

Tableau 1 Parameétres des sols avant le début des incubations.

Unité, MS* Andosol Nitisol
Argiles (< 2 uM) % 13,9 52,3
Limons (2 - 63 uM) % 68 37,5
Sables (63 - 2000 uM) % 18,1 10,2
Densité apparente gcm? 0,6 1,3
Carboneorganique® g kg’ 115 29
N total® g kgt 11,4 2,3
N-NO3°© mg kg™ 11,9 1,0
N-NH4°¢ mg kg? 24,6 5,6
Fe total® g kg’ 83,4 163
Al total® g kg’ 64,4 118
P total® mg kg? 2880 1930
Pi-eau® mg kg™ 0,9 2,1
Kd" L kg? 2349 781
pH-eau 5,8 6,6
*Matiére séche
2150 10694
b150 13878
€150 14256-2
4150 14869-1

¢ Ratio sol:liquide 1:10
fCoeffident de répartion du Pi entre la solution et la phase solide du sol (voir Chapitre 2)
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2.2. Nature et propriétés des résidus organiques

Trois résidus organiques ont été testés. D’une part, un compost de fumier de bovin (compost) et un
lisier de bovin (lisier), dont les effets sur les propriétés de I'andosol ont été précédemment étudié en
champ, ou ils induisaient une augmentation du pH et de la teneur en carbone organique aprés 12 ans
d’apports pluriannuels (Chapitre 11l.1). D’autre part, une boue de la station d’épuration du Grand Prado
(boue), relativement riche en P et faible en carbone organique, pouvant ainsi potentiellement engendrer
différentes modifications des propriétés du sol comparé au compost et au lisier. Cette boue a été
produite nitrification, dénitrification puis abaissement de la charge en P des eaux usées par apport de
sels de Fe et Al. La boue a ensuite été successivement digérée, séchée et chaulée (communication
personnelle, Veolia-Eau Réunion). Le Tableau 2 résume les caractéristiques des résidus organiques. Les
résidus organiques ont été lyophilisés et broyés a 2 mm avant d’étre apportés au sol.

Tableau 2 Parametres des résidus organiques, lyophilisés et broyés a 2 mm.

Unité, MS* Lisier Compost Boue
P total® g kgt 7.5 8,5 28 7
Ca total g kgt 16,7 55,5 97
Mg total g kg 7.7 21,7 57
Carbone organiqu\c_'b g kgt 475 410 357
N-NO3° mgkg? 0,03 245 1,6
N-NH4¢ mgkg? 3128 730 1157
Pi-eau mgkg? 570 388 5
pH-eau® 7,5 7,5 112

; 1

VN directe® mol kg 1,07 4,77 3,88
*Matiére séche
2|50 14869-1
bSO 10694
€150 14256-2

4 Ratio sol :liquid 1:10
¢Valeur neutralisante directe {voir Eq.2)
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2.3. Incubations successives des sols et des résidus organiques en conditions
contrélées

Les sols ont été incubés pendant cing mois (150 jours) en conditions controlées, au cours desquels ils
ont recu cing apports successifs de résidus organiques ou de phosphore minéral (solution de KH,PO, a
10gP L), a dose égale de phosphore correspondant a 80 kg ha™. Nous avons choisi de baser les apports
par rapport au volume de sol. Les sols ayant des densités apparentes différentes (Tableau 1), la quantité
de P apporté a chaque apport a donc été différente entre les deux sols. Les teneurs en phosphore variant
selon le résidu, la masse apportée n’était donc pas la méme pour chaque résidu. La masse et les
éléments apportés avec les résidus organiques a chaque apport sont résumés dans les Tableaux 3 et 4
pour le nitisol et I'andosol, respectivement. Les apports successifs ont été espacés de 30 jours, ce qui
correspond généralement au temps nécessaire pour que la minéralisation du carbone des résidus
organiques tende vers un plateau (NF XP-U44-1683 T2).

Tableau 3 Masse séche apportée et quantités d’éléments apportés par les résidus organiques sur le
nitisol & chaque apport. Les apports ont été basés sur une dose de P équivalente a 80 kg ha™.

Unité

0,01
N-NO3 mg kgSol™*

Les incubations se sont déroulées comme suit : le jour JO, les résidus organiques lyophilisé ou la
solution minérale a été ajouté et mélangé a 100 g de sol équivalent sec. De I'eau distillée a été ajoutée
pour atteindre 70% du pF 2,5, puis les mélanges ont été introduits dans des récipients en plastique
ouverts. Afin de ne pas limiter 'activité des microorganismes, sur le nitisol et uniquement pour le
premier apport, une solution de KNOs (1gN L?) a été ajoutée de maniére 3 atteindre une teneur en N
minéral de 35 mg kg aprés le premier apport (NF XP-U44-1683 T2), représentant un apport de 2,90 a
28,5 mgN kgSol? selon la modalité de fertilisation. Le volume & ajouter pour chaque modalité a été
calculé en fonction de la teneur totale en N minéral (N-NOs et N-NH,) du sol initial et de chaque résidu
organique. Quatre répétitions par modalité ont été réalisées. Les récipients ont alors été placés dans des
bacs en plastiques fermés, possédant un volume 5 fois supérieur au volume du sol, permettant ainsi de
contenir un volume d’air suffisant pour les échanges gazeux nécessaires a I'activité des microorganismes.
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L’humidité du sol a été maintenue a 70% du pF 2,5 en réajustant la perte d’eau une fois par semaine. A
130, la totalité des mélanges contenus dans les récipients en plastique a été versé dans une barquette, et
un second apport de résidu organique lyophilisé ou de solution minérale a alors été effectué. Apres
homogénéisation a la spatule, la totalité du mélange avec le second apport a été replacé dans le
récipient en plastique, puis I'humidité a été réajustée en ajoutant de I'eau distillée a la pipette. Un
troisieme, quatrieme et cinquieéme apport ont été réalisés de la méme maniére, a J60, J90 et J120. Nous
avons effectué plusieurs incubations en paralléle de maniére a pouvoir analyser les sols ayant recgu un,
deux, trois, quatre ou cing apports. Nous avions donc pour chaque sol n = 20 par apport, donc n = 100
pour les cing apports, et au total pour les deux sols n = 200. A la fin des incubations, les sols ont été
conservés par lyophilisation.

Tableau 4 Masse seche apportée et quantités d’éléments apportés par les résidus organiques sur
I’'andosol a chaque apport. Les apports ont été basés sur une dose de P équivalente a 80 kg ha™.

Unité

2.4. Mesure de la minéralisation du carbone au cours des incubations successives

Une série d’incubations successives identique a été réalisée en paralléle, de maniére a suivre la
minéralisation du carbone. Pour cette série, le mélange sol et résidu, sol et solution minérale, ou sol seul,
a été placé dans un bocal en verre hermétique, avec un pilulier contenant une solution de soude a 1N
(30 mL), permettant de piéger le CO, issu de la minéralisation, et un pilulier contenant de I'eau afin de
maintenir une humidité constante dans le bocal (NF XP-U44-1683 T2). Au cours de chacune des 5
incubations de 30 j, la soude a été remplacée a J3, J7, J14, J21, J30. La concentration de carbone dans la
soude a été mesurée par colorimétrie en flux continu (PROXIMA, Alliance instruments).

La quantité de carbone apportée n’était pas identique avec chaque résidu organique, puisque nous
avons basé les apports sur la dose de P. Pour comparer la minéralisation entre les résidus organiques,
nous avons alors calculé le pourcentage de carbone minéralisé apporté (%Capporté,min) en fonction de la
qguantité de carbone apporté avec le résidu :
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cmin(sol+résidu)—Cmin(sol témoin)

%Capporté, min = X 100 Eq. (1)

Capporté(résidu)

oU Cmin(sol + résidu) (mg kg?) est la quantité mesurée de carbone minéralisée dans le mélange sol et résidu
organique, Cmin(sol témoin) (mg kg?) est la quantité mesurée de carbone minéralisé dans le sol seul et
Capporté(résidu) (mg kg?) est la quantité de carbone apporté avec le résidu organique a chaque apport
(Tableaux 3 et 4).

2.5. Analyses des solutions de sol

Une extraction a I'eau a été réalisée sur les sols lyophilisés : 10 mL d’eau distillée ont été ajoutés a 1
g de sol, puis le mélange a été placé dans un agitateur rotatif a 40 rpom pendant 24h, afin d’atteindre
I’état stationnaire. Le mélange a ensuite été centrifugé a 3500 x g pendant 10 minutes, puis le
surnageant a été filtré a 0,22 pum avec un filtre seringue (Minisart, Sartorius). Le P inorganique (Pi)
mesuré dans I'extrait a I'eau a I’équilibre entre la phase solide et la solution est considéré comme le P de
la solution du sol. La concentration en Pi a été mesurée par colorimétrie au vert de malachite (Rao et al.
1997 ; Van Moorleghem et al.,, 2011). Le pH de la solution a immédiatement été mesuré avec une
électrode combinée. Les concentrations en phosphore total, aluminium et fer ont été mesurées par
spectroscopie de masse (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS) (Q-ICP-MS X Series
[I+CCTTM ; Thermo Fischer). Les concentrations en calcium et magnésium ont été mesurées par
spectroscopie d’émission optique (ICP optical emission spectroscopy, ICP-OES). La concentration en
composés organiques dissous (COD) a été mesurée par un analyseur TOC en mode NPOC (Shimadzu,
TOC-L). Les carbonates ont été éliminés par ébullition pendant 90 s avec 1,5% HCI juste avant I'injection
dans I'étuve (680 °C). La qualité des mesures de COD a été validée avec le matériel de référence
Missippi-03.

2.6. Croissance des plantes en conditions controlées

A la fin des incubations, les échantillons de sols ont été lyophilisés et nous avons conservé les
mémes quatre répétitions pour réaliser I'expérimentation de croissance de plante. L'équivalent de 15 g
pour I'andosol et de 30 g pour le nisitol a été introduit dans un pot de 12 cm de hauteur et de 1,7 cm de
diametre, de maniére a obtenir le méme volume pour les deux sols en reproduisant leurs masses
volumiques respectives mesurées au champ. Une solution nutritive apportant 80 mgN kg? et 50 mgK kg
sous forme de NH4NO; et de K;SO,, respectivement, ainsi que de I'eau distillée ont été ajoutées a 'aide
d’une micropipette pour atteindre 70% de la capacité maximale de rétention en eau des sols (i.e. pF 2,5).
Cing graines de millet perlé (Pennisetum glaucum) par pot ont été semées a 1 cm de profondeur, puis les
pots ont été placés en chambre d’incubation en conditions contrélées, avec 16 h de lumiére par jour, 15
min d’humidification (humidificateur produisant de la vapeur d’eau) toutes les 2 h par jour, une
température de 26°C le jour et de 22°C la nuit. La teneur en eau des sols a été maintenue
qguotidiennement en ajoutant de I'eau distillée a la micropipette. Apres 10 jours de croissance, la partie
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aérienne des plantes a été coupée, lavée a I'eau distillée pour enlever les particules de sol, et séchée a
I’étuve a 60°C pendant 24 h. La matiere séche des plantes a alors été déterminée.

L'intégralité de chaque échantillon de plante seche a été calcinée dans un four a moufles a 500°C
pendant 6 h, puis digérée dans avec de I'eau régale (300 mL HCI (37% w w) et 100mL HNO3 (68% w w™)
par litre d’eau distillée). Les tubes ont été centrifugés pendant 15 min a 3500 x g, et les éléments totaux
contenus dans le surnageant analysés par ICP-OES (Thermo Fisher iCAP 7200). Des échantillons certifiés
de mais (Zea mays L.) ont été inclus dans les digestions et les analyses; les pourcentages de
recouvrement étaient de 101% pour Ca, 91% pour Mg et 108% pour P.

2.7. Mesure de la valeur neutralisante directe et indirecte des résidus organiques

La valeur neutralisante (VN) correspond a I'effet alcalinisant d’un résidu organique. Plus la VN est
forte, plus le résidu organique est supposé pouvoir augmenter le pH du sol. Deux méthodes peuvent étre
utilisées pour déterminer la VN, la méthode directe et la méthode indirecte.

La valeur neutralisante directe (VN directe) prend uniquement en compte le pouvoir tampon
physico-chimique du résidu organique. Plus le pouvoir tampon d’un résidu organique augmente, plus la
valeur neutralisante diminue. Pour déterminer la VN directe, 1 g sec de résidu organique a été mélangé a
50 mL de HCI (0,46 mol L?), puis une solution de NaOH (0,25 mol L) a progressivement été ajoutée
jusqu’a I'obtention d’un pH égal @ 7 (NF EN 12945 A). La VN (mol kg?) du résidu organique a été calculée
de la fagon suivante :

Cuci1*V, -C *V
VN = Suc*Vucl nll\IaOH NaOH Eqg. (2)

ou Cya (mol L?) est la concentration molaire de HCI, et Vuq (L) le volume initial de HCI, Cnaon (mol L?) la
concentration molaire de NaOH, Vnaon (L) le volume de NaOH ajouté pour atteindre le pH 7, et m (kg) la
masse de résidus organiques apportée. Plus le pouvoir tampon du résidu organique est grand, plus la
qguantité de OH" et donc le volume de NaOH a apporter sont grands et donc plus la VN diminue.

La VN directe ne prend pas en compte les mécanismes biologiques liés a la minéralisation du résidu
organique qui peuvent affecter le pH du sol. En revanche, la valeur neutralisante indirecte (VN indirecte)
prend en compte les mécanismes physico-chimiques et les mécanismes biologiques se déroulant dans le
sol aprés ajout du résidu organique (NF EN 14984). Cette méthode consiste a réaliser des incubations en
conditions contrdlées de sol seul, de sol et de résidu organique (1 g kg) ou de sol et d’'un amendement
minéral et de mesurer le pH du sol aprés 24 h, deux ou quatre semaines. Dans notre étude, I'effet des
résidus organiques sur le pH des sols a été mesuré sur le méme principe au cours des incubations
successives.
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2.8. Traitements statistiques des données

L'analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel R (R Core team, 2013). Le modele
ANCOVA a été utilisé pour étudier I'effet du type de sol, du type de fertilisant et des paramétres du sol
sur le Pi-eau et le Pt-eau. Le test HSD Tukey a été utilisé pour classé les modalités de fertilisation, avec un
seuil de significativité a 0,05. La relation entre le pH et le bilan carbone des sols a été modélisé par une
équation de type ax +bx? + c; les relations entre les autres données (transformées en log si nécessaire)
ont été modélisée avec des régressions linéaires. La significativité (p < 0.05) a été déterminé par I'analyse
de la variance en utilisant un test classique de Fisher.

3. Résultats et discussion

3.1. La nature des résidus organiques contréle la minéralisation du carbone de maniére
similaire dans les deux sols

La quantité totale (sol + fertilisant) de carbone (C) minéralisé differe selon les résidus organiques
de maniére similaire sur les deux sols (Figure 1). Pour toutes les modalités de fertilisation, la quantité de
C minéralisée est plus forte dans I'andosol que dans le nitisol (4750 mg kg™ contre 2015 mg kg* dans les
sols témoins a J150), ce qui peut étre expliqué par la plus forte teneur initiale en C organique dans
I’'andosol (Tableau 1). Le pourcentage de C (%C) minéralisé en fonction de la quantité de C apporté
différe selon les résidus organiques et suit I'ordre : compost < boue < lisier (Figure S1). Au bout de 30
jours et avant chaque nouvel apport, sur I'andosol et le nitisol en moyenne 13% du carbone apporté a
été minéralisé avec le compost ; 25% avec la boue ; et 35% avec le lisier. La minéralisation des résidus
organiques compostés est plus faible comparés a celle des résidus non compostés (Esco Mafor, 2014), le
mécanisme de compostage induisant la perte de molécules facilement minéralisables (Eghball et al.
1997). Concernant les boues de station d’épuration, le traitement comme la méthanisation peut
également limiter la biodisponibilité de certaines molécules (Tarrason et al. 2008).
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Figure 1 Evolution de la masse cumulée de carbone minéralisée au cours des 150 jours d’incubation
selon le fertilisant, dans le nitisol (a) et dans I’'andosol (b). Les sols ont regu des apports successifs
de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PQO,) a JO, J30, J60, J90
et J120. Les sols témoins n’ont recu aucun apport. La barre d’erreur représente I'erreur standard

(n=4).
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compost, le bilan de C cumulé dans le sol est donc plus faible (1080 mg kg™?).
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Figure 2 Evolution du bilan carbone (C apporté — C minéralisé) cumulé au fur et a mesure des
apports selon le fertilisant dans le nitisol (a) et dans I'andosol (b). Le bilan cumulé a été calculé
apres 30 jours d’incubation suivant chaque apport. Les sols ont recu des apports successifs de
résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PO,). Les sols témoins
n‘ont recu aucun apport. La barre d’erreur représente l'erreur standard (n = 4) ; les lettres
indiquent les différences significatives entre les fertilisants apres chaque apport a un niveau 0,05.
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3.2. Les apports répétés de lisier et de compost augmentent progressivement le pH des

Le lisier et le compost ont induit une augmentation progressive du pH des deux sols au fur et a

mesure des apports, alors que la boue a peu modifié le pH (Figure 3). Aprés cing apports, le compost et

le lisier ont respectivement augmenté le pH initial du sol de 0,8 et 0,6 unité sur le nitisol, et de 1,1 et 0,9

unités sur I'andosol. La boue a légérement augmenté le pH, de 0,1 et 0,2 unité respectivement sur le

nitisol et I'andosol aprés cing apports. Une légere diminution du pH a en revanche été observée dans le

sol témoin et dans le sol avec fertilisation minérale, mais ne dépassant pas 0,2 unité apres cing apports.

Notre précédente étude basée sur un essai en champ sur le méme andosol (chapitre IIl.1), montrait

également une augmentation progressive du pH avec des apports annuels de compost et de lisier (de 1,4

et 0,8 respectivement pour le lisier et le compost apres 12 ans d’apports). L'augmentation de pH

observée précédemment en champ a donc été reproduite lors de I'incubation sur I'andosol, et a été

également observée sur le nitisol.
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Figure 3 Evolution du pH au fur et a mesure des apports selon le fertilisant dans le nitisol (a) et dans
I’'andosol (b). Le pH a été mesuré apres 30 jours d’incubation suivant chaque apport. Les sols ont
recu des apports successifs de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale
(KH2PO4). Les sols témoins n’ont recu aucun apport. La barre d’erreur représente I'erreur standard
(n = 4) ; les lettres indiquent les différences significatives entre les fertilisants aprés chaque apport a
un niveau 0,05.
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L'augmentation du pH du sol avec les résidus organiques ne semble pas reliée a leur valeur
neutralisante (VN) directe. La VN direct du lisier était faible (1,07 mol kg?), comparée a celle de la boue
(3,88 mol kg?) et celle du compost (4,77 mol kg). Rapportée a la masse de résidu organique apportée
au sol, cela correspond a une quantité de OH similaire pour la boue et le lisier (respectivement 22,2
mmol kgSol ! et 24,5 mmol kgSol? sur 'andosol a chaque apport), mais bien supérieure pour le compost
(97,1 mmol kgSol?). La VN directe, qui ne prend en compte que les mécanismes physico-chimiques liés
au pouvoir tampon du résidu organique, ne permet donc pas d’expliquer I'effet alcalinisant des résidus
organiques.

Les variations de pH du sol sont fortement et positivement corrélées au bilan cumulé en carbone
du sol (Figure 4). La relation entre le pH et le bilan cumulé en C suit une équation de type a*x + b*x* + ¢
(r> = 0,90 pour le nitisol et 0,96 pour I'andosol). Ces résultats suggérent que les modifications de pH
induites par les résidus organiques sont dues a l'apport exogéne de matiére organique, qui peut
augmenter le pH du sol via sa complexation avec des protons (Haynes and Mokolobate, 2001). Dans
notre étude, les variations du bilan cumulé en C sont bien plus importantes dans I'andosol que le nitisol,
pourtant 'augmentation de pH est similaire sur les deux sols. Le pouvoir tampon de I'andosol semble
donc plus fort et limiter 'augmentation de pH induite par I'apport de matiére organique. Nos résultats
suggerent que la matiére organique apportée et restant dans le sol présente des groupements réactifs
pouvant complexer les protons du sol et ainsi en augmenter le pH.
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Figure 4 Relations entre le pH ou le bilan de OH produits et le bilan carbone (C apporté — C
minéralisé) dans le nitisol (a) et dans I'andosol (b). Les sols ont regu un a cing apports successifs de
résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PO,). Les sols témoins
n’ont recu aucun apport. Le pH a été mesurés aprés 30 jours d’incubation suivant chaque apport. La
barre d’erreur représente I'erreur standard (n = 4). La courbe représente le modele ajusté de type
ax + bx? +c.
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3.3. Dans le nitisol, I'effet des résidus organiques sur la disponibilité du phosphore
semble majoritairement contré6lé par I’adsorption avec le calcium apporté

Dans le nitisol, I'apport de fertilisant minéral engendre les plus fortes concentrations de
phosphore inorganique (Pi) (Pi-eau) et de phosphore total (Pt-eau) dans les extraits a I'eau au cours des
cing mois d’incubation (Figure 5a et b). Les valeurs de Pi-eau et de Pt-eau évoluent de maniéere similaire
au cours de l'incubation, et se classent de la fagon suivante selon les fertilisants apportés : témoin et
boue < compost et lisier < minérale. Le fertilisant minéral engendre une valeur de Pi-eau de 0.8 mg L3
la fin de I'incubation (J150), soit une concentration quatre fois supérieure a celle du témoin (0.18 mg L?).
Le compost et le lisier engendrent une valeur de Pi-eau deux fois supérieure a celle du témoin avec 0.32
mg L. Ces résultats sont cohérents avec ceux de la littérature. Les études basées sur des incubations en
conditions controlées comparant des fertilisants a dose égales de P apporté, montrent en effet que la
disponibilité du P dans les sols fertilisés avec des résidus organiques est plus faible ou équivalente a celle
des sols fertilisés avec du P minéral (Frossard et al. 1996 ; Huang et al. 2011 ; Shafgat and Pierzynski,
2013).
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Figure 5 Effet du fertilisant sur les parametres du nitisol au fur et a mesure des apports successifs a
dose équivalente de P de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale
(KH2PO4). Le sol témoin n’a regu aucun apport. Les parametres ont été mesurés apres 30 jours
d’incubation suivant chaque apport. La barre d’erreur représente I'erreur standard (n = 4) ; les
lettres indiquent les différences significatives entre les fertilisants aprés chaque apport a un niveau
0,05.
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Le pourcentage de Pi comparé au P total dans les extraits a I'eau (%Pi-eau) est similaire pour tous les
types de fertilisants & partir du 4°™ apport (Figure 5c). Aprés le 3™ apport, le %Pi-eau est plus fort dans
le sol témoin (86%) et avec la modalité minérale (95%), que dans les sols avec les résidus organiques
(69% en moyenne). En revanche, aprés le 4°™ et 5°™ apport, le %Pi-eau est similaire quelle que soit la
modalité de fertilisation (en moyenne de 73% aprés le 5°™ apport). Ces résultats montrent que les
résidus organiques et le fertilisant minéral augmentent dans les mémes proportions la concentration de
Pi et de Po aprés le 4®™ apport, correspondant & 120 jours d’incubation. Plusieurs études ont tenté
d’expliquer I'évolution de la disponibilité du Pi dans les sols fertilisés avec des résidus organiques par la
transformation du Po apporté, mais les résultats restent peu convaincants (Criquet et al. 2007 ; Garg and
Bahl, 2008 ; Oehl et al. 2004). Dans notre étude, le %Pi-eau suggérent que la transformation du Po en Pi
n’explique pas les différences de Pi disponible (Figure 5a). La minéralisation des résidus organiques ne
semble donc pas étre le principal mécanisme expliquant la disponibilité du Pi dans le nitisol.

Les concentrations de calcium (Ca) et de magnésium (Mg) dans les extraits a I'eau augmentent au fur
et a mesure des apports de résidus organiques, alors qu’elles diminuent avec la modalité minérale
(Figure 5d et e). Entre le premier et le dernier apport (entre J30 et J150), la concentration en Ca dans
I'extrait a I'eau a triplé avec la boue, doublé avec le lisier et le compost, mais diminué de moitié avec la
fertilisation minérale. Ces concentrations résultent de la forte teneur en Ca dans la boue, et a moindre
mesure dans le compost et le lisier (Tableau 2). La concentration de magnésium présente des évolutions
similaires. Au contraire, les concentrations en Al et Fe diminuent au fur et a mesure des apports de
résidus, mais augmentent avec la modalité minérale ou dans le sol témoin (Figure 5f et g). Huang et al.
(2011) ont également observé une augmentation de Ca et une diminution d’Al et Fe en solution, dans
des sols fertilisés avec des boues de station d’épuration. L’adsorption des ions Ca a la surface des
minéraux du sol peut augmenter I'adsorption du Pi (Devau et al., 2011). Ces résultats suggérent que le
principal mécanisme déterminant la disponibilité du Pi dans le nitisol est di a I'apport de Ca et Mg avec
les résidus organiques, qui augmentent I'adsorption du Pi.

3.4. Dans l'andosol, I'effet des résidus organiques sur la disponibilité du phosphore
semble majoritairement controlé par les modifications de pH et de concentration
en carbone organique dissous

Dans I’Andosol, le lisier et le compost engendrent les plus fortes concentrations de Pi-eau et de
Pt-eau au cours de l'incubation (Figure 6a et b). Les différences de Pi-eau selon les fertilisants sont peu
claires au cours des premiers mois d’incubation, puis se classent de la fagcon suivante a la fin de
I'incubation (J150) : témoin et boue < minérale < lisier < compost. Le compost engendre donc le plus de
Pi-eau avec 0.17 mg L 4 la fin de I'incubation, soit une concentration plus de huit fois supérieure 3 celle
du témoin (< 0.02 mg L?). Le classement des valeurs de Pt-eau en fonction des fertilisants n’est pas le
méme que celle du Pi-eau, le lisier engendrant la plus forte augmentation de Pt-eau tout au long de
I'incubation. Les plus fortes concentrations en Pi-eau et Pt-eau obtenues avec les résidus organiques
contrastent avec les résultats de la littérature, qui montrent généralement des quantités de P disponible
plus faibles avec les résidus organiques qu’avec un fertilisant minéral (Frossard et al., 2016; Huang et al.,
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2011; Shafqat and Pierzynski, 2013). Ces résultats suggérent que la disponibilité du P dans I'andosol est
régie par des parametres différents comparés a d’autres types de sol.

Le pourcentage de Pi comparé au P total dans les extraits a I'eau (%Pi-eau) est plus faible avec lisier
(15% en moyenne pour tous les apports), qu’avec les autres fertilisants (30% en moyenne pour tous les
apports) tout au long de l'incubation (Figure 6c). Ce résultat montre que le lisier augmente plus la
concentration de Po en solution que celle de Pi. Au contraire, les résultats de nos précédentes études
(Chapitres Il et Ill.1) et ceux de la littérature basés sur des expérimentations en champs (Negassa and
Leinweber, 2009) montrent que I'apport de résidus organiques augmentent la quantité de Pi disponible,
et ont peu d’effet sur la quantité de Po disponible. Dans les études en champ, la disponibilité du P est
étudiée apres des années d’apports annuels, alors que dans la présente étude, elle est étudiée un mois
aprées chaque apport. On pourrait donc supposer que le Po du lisier n’a eu le temps d’étre minéralisé au
cours de l'incubation. Cependant, le lisier est le résidu organique qui minéralise le plus (Figures 1 et S1),
il semble donc que la plus forte quantité de Pt-eau obtenue avec le lisier ne soit pas due a une plus faible
transformation du Po en Pi.

Dans l'andosol, la concentration en P total dans l'extrait a I'eau (Pt-eau) augmente avec la
concentration en carbone organique dissous (COD) (r? ajusté = 0.87) (Figure 7a). La concentration en Al
et Fe totaux dans les extraits a I'eau augmentent également avec la concentration en COD (r? ajsuté =
0.58 et 0.62 pour Al et Fe respectivement) (Figure 7b et c). La production de COD augmente avec le bilan
carbone dans I'andosol, mais est plus forte avec le lisier que les autres fertilisants (Figure 7d). Pour un
méme bilan carbone, la minéralisation du lisier est beaucoup plus forte que celle du compost, ce résultat
suggere donc que la production de COD est induite par la minéralisation. Bollyn et al. (2017) ont montré
que le Pi en solution formait des complexes avec les nanoparticules de Fe (NP-Fe), et que le COD pouvait
augmenter la stabilité des NP-Fe en solution. Dans notre étude, la plus forte concentration de Pt-eau
obtenue avec le lisier et a moindre mesure avec le compost, peut donc étre due a la stabilisation des NP-
Fe-Pi induite par I'augmentation de la concentration en COD. Dans I'andosol, la minéralisation des
résidus organiques semble donc produire des molécules organiques solubles qui stabilisent le P
complexé aux nanoparticules de fer ou d’aluminium.
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Figure 6 Effet du fertilisant sur les paramétres de I'andosol au fur et a mesure des apports
successifs a dose équivalente de P de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution
minérale (KH,PQO,). Le sol témoin n’a recu aucun apport. Les parametres ont été mesurés apres 30
jours d’incubation suivant chaque apport. La barre d’erreur représente I'erreur standard (n = 4) ; les
lettres indiquent les différences significatives entre les fertilisants aprés chaque apport a un niveau
0,05. nd = valeur sous le seuil de quantification.
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La concentration en Pi dans I'extrait & I'eau (Pi-eau) augmente avec le pH (r? ajusté = 0,38) et la

2 ajusté = 0,26). Le modéle ancova avec interactions incluant le pH, la

concentration en COD (r
concentration en COD et le nombre d’apports, montre que les trois variables font significativement
varier le Pi-eau (r? ajusté = 0,75). Ces résultats sont en accord avec notre précédente étude menée en
champ sur le méme andosol, qui montrait que I'augmentation de pH induite par 'apport de compost et
de lisier diminuait la sorption du Pi et donc sa disponibilité (Chapitre Ill.1). L'augmentation de pH peut
diminuer I'affinité de certains minéraux du sol pour le Pi, comme les (hydr)oxydes de Fe et/ou d’Al, ou
les minéraux argileux, en augmentant le nombre de charges négatives a leur surface (Gérard 2016). La
sorption du Pi peut par ailleurs diminuer avec le COD, car les molécules organiques solubles entrent en
compétition avec le Pi pour les mémes sites de sorption (Regelink et al., 2015). La boue et la modalité
minérale modifient peu le pH et apportent peu de matiere organique au sol, néanmoins le Pi-eau est plus
fort avec la modalité minérale qu’avec la boue. La concentration en Ca dans I’extrait a I'eau augmente au
fur et a mesure des apports avec la boue, en revanche elle augmente peu pour le compost et le lisier
(Figure 6d). On peut donc supposer que comme dans le nitisol, le Ca apporté avec la boue augmente la
sorption du Pi et explique stagnation du Pi-eau et du Pt-eau au fur et a mesure des apports. En revanche,
avec le lisier et le compost, la sorption dues a I'apport de Ca semblent peu influencer la disponibilité du
Pi. Nos résultats suggerent que le pH, le COD et le Ca sont les principaux parametres influengant la
sorption du Pi apporté avec les fertilisants, qui détermine la disponibilité du Pi dans I’'andosol.
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Figure 7 Relations entre la concentration en phosphore total (a), en aluminium (b) ou en fer (c), et
la concentration en carbone organique dissous (COD), et entre la concentration en COD et le bilan
carbone (P apporté — P minéralisé) (d) dans les extraits a I'eau sur I'andosol. Les sols ont recu un a
cing apports successifs a dose équivalente de P de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou
de solution minérale (KH,PO.). Le sol témoin n’a regu aucun apport. Les parametres ont été
mesurés aprés 30 jours d’incubation suivant chaque apport. La droite représente la régression
linéaire ajustée; *** p-value < 103,
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3.5. Le P prélevé par la plante augmente au fur et a mesure des apports répétés de
fertilisant minéral et de résidus organiques sur les deux sols

La biomasse de la plante apres dix jours de croissance ne varie pas en fonction de sa concentration
en phosphore (Figure S2), le P ne semble donc pas limiter la croissance des plantes. Dans une précédente
expérimentation, la croissance du millet était en revanche limitée par le P dans I'andosol témoin
(Chapitre 111.2), mais la durée de croissance était plus longue (trois semaines) que dans la présente
expérimentation. On peut alors supposer qu’une importante part du P prélevé est ici issue de la graine,
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ou que le P disponible du sol témoin est suffisant pour fournir le P nécessaire a la croissance du millet
pendant dix jours. Le phosphore n’est ainsi pas limitant pour la croissance méme sur I'andosol témoin.

Le phosphore prélevé par la plante augmente au fur et a mesure des apports répétés de fertilisant
minéral ou de résidu organique, alors qu’il stagne dans le sol témoin (Figure 8). Sur I'andosol, le P prélevé
augmente de maniére équivalente avec tous les fertilisants et est en moyenne 2 fois plus fort que dans le
sol témoin apres cing apports. En revanche sur le nitisol, le P prélevé change selon le fertilisant. Aprés
cing apports, comparé au sol témoin le P prélevé est 1,4 fois plus fort avec la boue et le compost, 1,7 fois
plus fort avec le lisier et 2 fois plus fort avec le fertilisant minéral. Apporté a dose équivalente de P, le
type de fertilisant influence donc le P prélevé par la plante sur le nitisol, mais pas sur I'andosol. Ces
résultats montrent que I'effet des résidus organiques sur le P prélevé par la plante change selon le type
de sol.

Le P prélevé sur I'andosol aprés cing apports répétés de fertilisant (en moyenne 0,24 mg kgSol?)
dépasse 3 peine le P prélevé sur le nitisol témoin (en moyenne 0,21 mg kgSol?) (Figure 9). Les biomasses
sont néanmoins équivalentes sur les deux sols (Figure S3). Ces résultats suggerent que sur le nitisol, tous
les fertilisants induisent une consommation de luxe de P. La croissance des plantes n’est ici pas
suffisamment longue pour savoir si le P pourrait étre limitant pour certaines modalités de fertilisation sur
I’'andosol voire sur le nitisol.

Figure 8 Effet du fertilisant sur le phosphore (P) prélevé par la plante (millet perlé) dans le nitisol (a)
et I'andosol (b) ayant recu des apports successifs a dose équivalente de P de résidus organiques
(boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PO,). Les sols témoins n’ont recu aucun
apport de P. Le P prélevé a été mesuré apres 10 jours de croissances en conditions controlées. La
barre d’erreur représente l'erreur standard (n = 4) ; les lettres indiquent les différences
significatives entre les fertilisants aprés chaque apport a un niveau 0,05.
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3.6. La disponibilité du phosphore dans les sols expliqgue en partie le phosphore
prélevé par la plante

Le phosphore prélevé par la plante augmente significativement avec la concentration en phosphore
inorganique (Pi) dans I'extrait & I’eau du sol (Pi-eau) (r? ajusté = 0,55) (Figure 9) ; le P prélevé est moins
corrélé 3 la concentration en P total dans I'extrait & I'eau du sol (Pt-eau) (r? ajusté =0,32). Ces résultats
montrent que le P prélevé par la plante varie en fonction de la concentration en Pi dans la solution du le
sol. Néanmoins, au fur et a mesure du préléevement, le Pi en solution est réapprovisionné,
principalement par le Pi sorbé a la surface des minéraux de la phase solide du sol (Devau et al., 2009). Le
Pi-eau n’intégre pas le Pi susceptible de réapprovisionner la solution, ce qui peut expliquer les
différences observées entre le Pi-eau du sol et le P prélevé par la plante. Sur I'ensemble des deux sols, on
peut considérer que le Pi directement disponible du sol, i.e. le Pi extrait a I'eau, est un indicateur du P
prélevé par la plante.

Figure 9 Relation entre le phosphore (P) prélevé par la plante (millet perlé) aprés 10 jours de
croissance et la concentration en Pi dans |'extrait a I'eau du sol (Pi-eau). Avant la croissance des
plantes, les sols ont recu un a cing apports successifs a dose équivalente de P de résidus organiques
(boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PO,). Les sols témoins n’ont recu aucun
apport de P. Le Pi-eau a été mesuré dans le sol avant la croissance des plantes. Cercles : andosol ;
triangles : nitisol. La droite représente la régression linéaire ajustée ; *** p-value < 103,
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Les différences de Pi-eau observées dans les sols selon le fertilisant ne correspondent pas toujours a
des différences de P prélevé par la plante. Sur les deux sols, la boue n’engendrait pas d’augmentation du
Pi-eau au fur et a mesure des apports (Figures 5a et 6a), alors qu’elle engendre une augmentation du P
prélevé par la plante sur les deux sols (Figure 8). Sur I'andosol, le Pi-eau était plus fort avec le lisier et le
compost comparé aux autres fertilisants, alors que le P prélevé est identique pour tous les fertilisants.
On peut supposer que la durée de croissance des plantes (dix jours) est trop courte pour mettre en
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évidence des différences selon les fertilisants sur I'andosol, cette durée de croissance est néanmoins
suffisante pour constater des différences sur le nitisol. On peut par ailleurs supposer que la plante induit
des processus rhizosphériques, non suivis dans cette étude, qui pourraient étre a l'origine des
différences observées entre le Pi dans la solution du sol et le Pi prélevé par la plante (Hinsinger et al.,
2011). Le P prélevé par la plante et le Pi-eau mesuré dans le sol donnent donc différentes informations
concernant |'efficacité des fertilisants.

4. Conclusion

Nous avons réalisé des incubations en conditions contrblées avec des apports répétés de résidus
organiques (compost, lisier ou boue) ou de fertilisant minéral a dose égale de phosphore (P), dans le but
de déterminer I'importance des modifications des propriétés physico-chimiques des sols et de la
minéralisation des résidus organiques sur la disponibilité et la phytodisponibilité en P dans un nitisol et
dans un andosol. Les apports répétés de lisier et de compost augmentent progressivement le pH des
sols, contrairement aux apports répétés boue. Nos résultats suggerent que la concentration en COD dans
I'andosol augmente avec la minéralisation des résidus organiques. Dans I'andosol, I'effet des résidus
organiques sur la disponibilit¢ du P inorganique (Pi) semble majoritairement contr6lé par les
modifications de pH et de carbone organique dissous (COD). Dans le nitisol, I'effet des résidus
organiques sur la disponibilité du phosphore semble majoritairement contrélé par I'adsorption avec le
calcium apporté. Le P prélevé par la plante aprées dix jours de croissance augmente au fur et a mesure
des apports répétés de fertilisant minéral et de résidus organiques sur les deux sols et est en partie
expliquée la disponibilité du Pi directement disponible dans le sol. Notre étude suggere que I'efficacité
des résidus organiques est déterminée par la minéralisation du C apporté et les modifications des
propriétés physico-chimique du sol, principalement I'augmentation du Ca et du pH.
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5. Annexes

Figure S1 Evolution du pourcentage minéralisé de carbone apporté avec les résidus organiques
(%Capporté,min) cumulé par apport (voir Eq.1) dans le nitisol (a) et dans 'andosol (b). Les sols ont
recu des apports successifs de résidus organiques (boue, compost ou lisier) ou de solution minérale
(KH2PO4) a Jo, J30, J60, J90 et J120. Les sols témoins n’ont recu aucun apport. La barre d’erreur

représente 'erreur standard (n = 4).
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Figure S2 Relation entre la biomasse séche et la concentration en phosphore dans la partie
aérienne des plantes (millet perlé) aprés 10 jours de croissances. Avant la croissance des plantes,
les sols ont regus un a cing apports successifs a dose équivalente de P de résidus organiques (boue,
compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PQO,). Les sols témoins n’ont regu aucun apport de P.
Le Pi-eau a été mesuré dans le sol avant la croissance des plantes. Cercles : andosol ; triangles :
nitisol.
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Figure S3 Effet du fertilisant sur la biomasse séche des plantes (millet perlé) dans le nitisol (a) et
I'andosol (b) ayant recu des apports successifs a dose équivalente de P de résidus organiques
(boue, compost ou lisier) ou de solution minérale (KH,PO,). Les sols témoins n’ont recu aucun
apport de P. La biomasse a été mesurée apres 10 jours de croissances en conditions controlées. La
barre d’erreur représente I'erreur standard (n = 4).
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V. Conclusion générale

1. Synthese des résultats et perspectives scientifiques

L’'objectif principal de la thése était d’étudier et de distinguer les effets de trois facteurs sur la
capacité de sorption, la disponibilité et la phytodisponibilité du P dans le sol : i) le type de sol, ii) la dose
de P accumulée dans le sol par la fertilisation passée, iii) le type de fertilisant apporté. Les effets liés au
type de fertilisant ont principalement été appréhendés a travers les modifications des propriétés
physico-chimiques du sol induites.

Quatre études ont été menées au cours de la thése, permettant chacune de coupler deux facteurs
(type de sol, dose de P accumulé ou type de fertilisant) a deux phénomeénes (capacité de sorption,
disponibilité ou phytodisponibilité) (Tableau 1). Les effets observés au sein de chaque étude ont été
synthétisés et hiérarchisés (Tableau 2), puis comparé entre les études, de maniere a déterminer les
facteurs ayant des effets majeurs sur la capacité de sorption, la disponibilité et la phytodisponibilité du P
dans les sols étudiés. Les effets observés pour 'ensemble des études sont synthétisés dans le Tableau 3.
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Tableau 1 Description des quatre études de la these.

Etude, Chapitre Facteurs étudiés

Etude 1,
Chapitre Il

Etude 2,
Chapitre I1l.1

Etude 3,
Chapitre 1.2

Etude 4,
Chapitre IV

Dose de P accumulé
Type de sol

Dose de P accumulé
Type de fertilisant

Dose de P accumulé
Type de fertilisant

Type de sol
Type de fertilisant

Matériel utilisé

Cing essais en champ
aprés1al2ans

Deux essais en champ
aprés 6 et 10 ans

Croissance de plantes en
conditions contrdlées sur
sols d'un essai en champ

apres 12 ans

Croissance de plantes sur

mélanges sols et
fertilisants incubés en
conditions contrélées

Phénoménes étudié

Capacité de sorption

Disponibilité

Capacité de sorption

Disponibilité

Disponibilité

Phytodisponibilité

Disponibilité

Phytodisponibilité

2 Coefficient de répartition solution-solide du P inorganique (Pi) dans le sol
b Concentration de Pi extrait a I’eau, aprés 24 h avec un ratio solid:liquid 1:10
¢ Concentration de Pi déterminée par la technique de DGT (Diffusive Gradients in Thin films) aprés 24 h

d’exposition

4 Concentration de Pi extrait avec la méthode Olsen
¢ Concentration de Pi extrait avec la méthode Olsen-Dabin
f Pi extrait par dilution isotopique associée a des membranes échangeuses d’ions, aprés 5 jours d’échange

Indicateurs utilisé

Kd*

Pi-eau®, Pi-DGT", Pi-
Olsen®, Pi-Olsen-Dabin®

Courbe de sorption

Pi-eau, Pi-Olsen

f
EAEM

Prélévement aprés 19 j

Pi-eau

Prélevement aprés 10 j
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Tableau 2 Synthése des effets observés pour chaque étude.

Capacité de

*

*

Etude, chapitre Facteurs . Disponibilité Phytodisponibilité
sorption
Type de sol * koK % ok
2 * * % %
Etude 1, Dose de P accumulé
Chapitre Il
P Sol x dose * * ok %k
A pH induites par la s sk ok %
fertilisation
Type de fertilisant * kK * %k
Dose de P accumulé * %ok * %k
Etude 2, Fertilisant x dose ? -
Chapitre IIIl.1
A pH induites par la - I
fertilisation
A C org induites par * 5
la fertilisation :
Type de fertilisant * *
Dose de P accumulé * ok %k * K %
Etude 3, Fertilisant x dose - _
Chapitre II.2
A pH induites par la % .
fertilisation
A C org induites par
la fertilisation = -
Type de sol * % % * %k
Type de fertilisant % % % *
Etude 4, Sol x fertilisant * % % *
Chapitre IV
A pH induites par la %
fertilisation -
A C org induites par "

** Effet fort
Effet faible

- Pasd’effet

la fertilisation

Effet incertain
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Tableau 3 Hiérarchisation de chaque facteur sur les trois phénomenes

mportance Capacité de sorpti Disponibilité Phytodisponibilité
apacité de sorption isponibilité odisponibilité
des facteurs P P P vt P

T de fertilisant
1 _ype € _er ! _|san Type de sol Type de sol
via A pH induites

Dose de P
2 Type de sol , Dose de P accumulé
accumulé

, Type de fertilisant .
3 Dose de P accumule ) ] ) Type de fertilisant
via A pH induites

1.1. La teneur en phosphore organique est due au type de sol et peu au type de
fertilisant appliqué

La répartition entre le phosphore inorganique (Pi) et le phosphore organique (Po) varie fortement en
fonction du type de sol, surtout dans le pool de P directement disponible pour la plante. La proportion
de Po déterminé par DGT (Diffusive Gradients in Thin films technique) variait de 23% dans un andosol a
99% dans I'arenosol (valeurs médianes) (Figure 6 du Chapitre Il) ; la proportion de Po dans les extraits a
I'eau était de 28% dans un andosol contre 72% dans un nitisol (valeurs médianes) ayant recu des
fertilisations identiques (Figures 5c et 6¢ du chapitre V).

La fertilisation organique a long-terme augmente principalement le Pi dans le sol, que ce soit dans le
pool de P directement disponible pour la plante (P extrait a I'eau ou déterminé par DGT), moyennement
disponible (P extrait avec la méthode Olsen), peu disponible (P extrait avec la méthode Olsen-Dabin), ou
dans I'ensemble du P du sol (Figure 7 du Chapitre Il). Aprés 12 ans de fertilisation sur un andosol, la
proportion de Pi total est par exemple passé de 53% dans le sol témoin, a 66% dans un sol fertilisé avec
du compost de fumier de bovins (Figure 2 du Chapitre IIl.2). A long-terme, le Po du sol augmente peu
comparé au Pi quel que soit le type de fertilisant appliqué.

Nos résultats suggérent que dans les différents types de sol étudiés, la majorité du Po apporté avec
les fertilisants organiques est minéralisé. Afin de vérifier cette hypothése, il faudrait déterminer la
répartition entre le Pi et le Po dans les résidus organiques. La minéralisation du P organique apporté ne
semble donc pas étre le facteur limitant la disponibilité du P dans les sols fortement fertilisés a long-
terme. Ces résultats sont cohérents avec la littérature, montrant que la teneur et les formes de Po sont
majoritairement déterminées par le turnover du P lié au type de sol, plutot qu'a la forme de P ajouté
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(Huang et al., 2017 ; Negassa and Leinweber, 2009). Néanmoins, I'importance de la minéralisation du Po
du sol pourrait limiter le Pi disponible dans les sols trés peu fertilisés (Oehl et al., 2004). Ainsi dans les
types de sol riches en Po (par exemple les andosols) et peu fertilisés, il parait intéressant de chercher a
augmenter l'utilisation du Po par les plantes (Menezes-Blackburn et al., 2017). Il serait intéressant de
déterminer quelles especes, variétés ou associations de cultures pourraient permettent d’augmenter
I'utilisation du Po dans un andosol, a travers des exsudations racinaires permettant notamment la
désorption du Po et sa minéralisation (Darch et al., 2017 ; Faucon et al., 2015).

1.2. La disponibilité est limitée par les capacités de sorption du sol vis-a-vis du
phosphore inorganique

Le Pi extrait a I'eau et déterminé par DGT diminuent quand la capacité de sorption en Pi du sol
augmente. Le Pi extrait a 'eau (r? ajusté = 0,44) et le Pi déterminé par DGT (r? ajusté = 0,31) diminuent
avec le Kd (coefficient de répartition solide-solution du Pi) pour I'ensemble des quatre types de sols
étudiés (Figure 4 du Chapitre Il). Les coefficients g (quantité de Pi qui pourrait étre désorbé quand la
concentration en solution tend vers zéro) et B/ (indicateur de la capacité tampon du sol) de la courbe de
sorption expliquent 84% des variations du Pi extrait a I'’eau dans I'andosol (Chapitre 111.1).

La capacité de sorption en Pi n’explique cependant pas complétement la disponibilité en Pi du sol.
Dans I'andosol, une forte partie du P est présente sous forme de Po. Sa minéralisation ne semble pas
étre limitante pour réapprovisionner la solution. On peut supposer que sa sorption pourrait I'étre. Il peut
exister une compétition entre le Pi et le Po pour les mémes sites de sorption et la présence de Po peut
ainsi réduire la sorption du Pi (Berg and Joern, 2006). La disponibilité en Pi du sol serait ainsi peut-étre
mieux expliquée par la capacité de sorption en Po et en Pi. Il serait ainsi intéressant de déterminer les
molécules de Po présentes dans I'extrait a I'eau de I'andosol, et d’évaluer la capacité de sorption de
I’'andosol vis-a-vis de ces molécules de Po.

1.3. La fertilisation a long-terme modifie le pH en rapport avec I'accumulation et la
réactivité de la matiére organique des sols

La fertilisation a long-terme modifie le pH dans I’ensemble des sols étudiés (Chapitres II, 111.1 et 11.2).
La fertilisation organique a graduellement augmenté le pH apres 6, 10 et 12 ans d’apports par rapport au
témoin sans apport, la plus forte augmentation observée aprés 12 ans étant de 1,4 unités pH suite a
I"apport de lisier de bovin. En revanche, I'apport de nitrate d’ammonium (NHsNOs) a diminué le pH de
1,2 unités pH apres 12 ans d’apports (Figure 1a et Table S1 du Chapitre Ill.1 ; Figure 1 du Chapitre Il.2).

L'augmentation de pH avec I'apport de résidus organique est due a I'apport de carbone organique
dans le sol. Le pH augmente avec I'accumulation de carbone organique dans I'andosol (r? ajusté = 0,96)
et dans le nitisol (r? ajusté = 0,90) au cours d’apports répétés en conditions contrdlées (Figure 4 du
Chapitre V). Nos résultats laissent supposer que ce n’est pas la minéralisation de la matiére organique
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qui augmente directement le pH en consommant des protons, mais que la matiére organique apportée
et restant dans le sol présente des groupements réactifs pouvant complexer les protons et ainsi
augmenter le pH. L'augmentation de pH serait donc liée au pouvoir tampon de la matiére organique
apportée et restant dans le sol aprés minéralisation. Nos résultats suggerent également que le pouvoir
tampon du sol peut limiter I'effet de la matiere organique sur le pH. Pour vérifier ces hypotheses, il serait
alors intéressant de caractériser la matiere organique présente dans les résidus organiques et de
déterminer son pouvoir tampon. Néanmoins, une fois apportée au sol, cette matiére organique est en
partie minéralisée. Il serait donc plus intéressant de déterminer I'évolution du pouvoir tampon des sols
suite a I'apport de matiere organique.

1.4. Le pH a un effet opposé sur la disponibilité et la phytodisponibilité du phosphore

A une teneur donnée en P résiduel, la disponibilité du Pi augmente lorsque le pH du sol augmente.
Le Pi extrait a I'eau (r? ajusté = 0,78) et le Pi extrait avec la méthode Olsen (r? ajusté = 0.54) augmentent
avec le pH sur I'andosol (Figure 3a et b du Chapitre 1ll.1). L’effet positif du pH sur la disponibilité peut
étre expliqué par la diminution de la capacité de sorption en Pi avec I'augmentation de pH. Dans
I'ensemble des quatre types de sols étudiés, le Kd diminue avec I'laugmentation de pH (r? ajusté = 0,73)
(Figure 2b du Chapitre Il). Dans I'andosol, le pH diminue le coefficient g de la courbe de sorption (Figures
5b et 6b Chapitre Ill.1). L'augmentation de pH peut diminuer I'affinité de certains minéraux du sol pour le
Pi, comme les (hydr)oxydes de Fe et/ou d’Al, ou les minéraux argileux, en augmentant le nombre de
charges négatives a leur surface (Gérard 2016). Le pH a donc un effet négatif sur les capacités de
sorption en Pi, et donc un effet positif sur la disponibilité du Pi (Figure 1).

A une teneur donnée en P résiduel, la phytodisponibilité du P diminue lorsque le pH du sol
augmente. Le prélévement de P par la plante diminue avec 'augmentation de pH dans un andosol (r?
ajusté = 0,39) (Figure 5b du Chapitre Ill.2). L'effet négatif de I'augmentation du pH sur le P
phytodisponible a déja été reporté dans la littérature (Barrow, 2017), mais les mécanismes a I'origine de
cet effet ont été peu étudié. Deux mécanismes pourraient entrer en jeu (Figure 1), d’une part une plus
forte répulsion du Pi en solution a la surface des cellules racinaires, dont les charges négatives peuvent
augmenter avec le pH. D’autre part, une diminution du transport de P a l'intérieur des cellules racinaires

dd a une faible concentration de H* limitant le co-transport (Sentenac and Grignon, 1985).

D’un c6té, I'augmentation de pH augmente la teneur en Pi disponible et donc la quantité de P que la
plante peut prélever. D’'un autre c6té I'augmentation de pH semble diminuer la capacité de la racine a
prélever le P. Notre étude ne nous permet néanmoins pas de conclure sur I'effet final du pH sur le
prélevement de P. Dans notre étude, la quantité de P disponible augmentait en effet avec le pH mais
également avec la teneur en P résiduel, il était donc impossible de déterminer I'augmentation de P
disponible proprement due a I'augmentation de pH. Il semble essentiel de déterminer la variation nette
du P prélevé due a 'augmentation de pH, afin de savoir s’il est pertinent de chercher a augmenter le pH
des sols pour augmenter le prélevement de P. Pour déterminer I'effet final du pH sur le prélevement de
P, on pourrait modifier le pH d’un sol au laboratoire afin d’obtenir une gamme de pH pour une teneur de
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P résiduel donnée, déterminer la quantité de Pi disponible en fonction du pH, puis réaliser une

expérimentation de croissance de plantes en pot pour déterminer la quantité de P prélevé en fonction
du pH.

Figure 1 Effet du pH du sol sur la sorption du phosphore inorganique (Pi) a la phase solide du sol et
sur le prélevement de phosphore par la plante.
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1.5. La disponibilité du phosphore dans les sols fertilisés a long-terme est
principalement déterminée par la dose de phosphore apportée et les
modifications de pH induites

Dans I'ensemble des types de sols étudiés fertilisés sur le long-terme, le Pi disponible de tous les
pools (Pi-eau, Pi-DGT, Pi-Olsen et Pi-Olsen-Dabin) augmente avec la teneur en P résiduel du sol, quelle
que soit la source de P apporté (Figure 5 du Chapitre Il). Nos résultats suggérent que la dose de P
apportée est le principal facteur faisant varier la disponibilité du P dans les sols, la nature du fertilisant
étant de moindre importance. Néanmoins, pour chaque type de sol pris séparément, la dose de P
n’explique qu’en partie les variations du Pi directement disponible.
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Nos résultats montrent que les modifications de pH induites par la fertilisation modifient le Pi
fortement disponible dans I'andosol. Le P total et le pH du sol expliquent en effet 85% des variations du
Pi-eau (Tableau 3 du Chapitre IIl.1) et 94% des variations de Eaev (déterminée apres 24 h de dilution
isotopique en présence de membranes échangeuses d’ions) (Tableau 2 du Chapitre IIl.2). Mise a part les
différences liées a la dose de P apportée, nos travaux suggerent que dans I'andosol les différences de
disponibilité liées au type de fertilisant appliqué sont principalement due a leur effet sur le pH du sol.
Néanmoins nos études sont basées sur des expérimentations en champ dans lesquelles les fertilisants ne
sont pas apportés a dose égale de P. L'augmentation de pH induite par I'apport de fertilisant est parfois
corrélée a la dose de P apportée. On ne peut donc pas a partir de ces expérimentations, observer
uniquement 'effet des modifications de pH sur la disponibilité du P.

Afin d’étudier I'effet du pH indépendamment de la dose de P apportée a long-terme, il faudrait
mettre en place une expérimentation en champ, comparant des résidus organiques et un fertilisant
minéral apporté a dose équivalente de P. Les résidus organiques choisis auraient des effets attendus
différents sur le pH du sol. On pourrait également choisir une fertilisation minérale diminuant le pH des
sols, comme le nitrate d’'ammonium. A partir d’une telle expérimentation, il serait alors possible de
déterminer si, a dose égale de P apportée, les modifications de pH induites par la fertilisation modifient
la disponibilité du Pi. Cette expérimentation pourrait étre mise en place sur différents types de sols, afin
de vérifier si ‘importance des modifications de pH sur la disponibilité du P dans d’autres types sols.

2. Perspectives opérationnelles

La synthése des résultats scientifiques permet d’apporter des éléments de réponses aux objectifs
opérationnels de la these. Le premier objectif opérationnel était d’évaluer la méthode utilisée a La
Réunion pour les conseils de fertilisation en P. Les conseils sont actuellement basés sur I'outil SERDAF
(Systeme expert réunionnais d’aide a la fertilisation), présentant plusieurs limites, la principale étant liée
a l'utilisation de la méthode Olsen-Dabin (Dabin, 1967) comme indicateur du P disponible du sol. Le
second objectif opérationnel était de déterminer les éléments permettant de caractériser I'efficacité des
résidus organiques en tant que fertilisant P sur les sols réunionnais. L’efficacité des résidus organiques
est actuellement exprimée a travers des coefficient équivalent engrais, basés sur des valeurs
métropolitaines (Chabalier et al., 2006). Le troisieme objectif opérationnel était de déterminer I'efficacité
d’un apport massif de fertilisant a la replantation pour fournir du P a la canne sucre pendant plusieurs
années.
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2.1. Indicateur du phosphore disponible dans le sol pour raisonner la dose a apporter

2.1.1. Comment choisir un indicateur du phosphore disponible dans les sols a La
Réunion ?

Disponibilité du phosphore

La plante préléve uniquement les ions phosphates contenus dans la solution du sol grace a ses
racines. La quantité d’ions phosphates contenue dans la solution est tres faible comparée a la quantité
totale de phosphore présent dans le sol (environ 0,1 %), néanmoins au fur et a mesure du prélévement,
la solution peut étre réapprovisionnée (Figure 1 du Chapitre I). Dans les sols agricoles avec un fort
historique de fertilisation, la solution est majoritairement réapprovisionnée par le P fixé a la phase solide
du sol (Ziadi et al., 2013). Pour déterminer la quantité de P pouvant étre prélevé par la plante, il faut
donc déterminer la quantité d’ions phosphates présents dans la solution du sol, et la quantité de P fixé a
la phase solide susceptibles de réapprovisionner la solution. Ceci correspond au P disponible du sol
(Figure 5 du Chapitre I).

L’indicateur doit intégrer le P accumulé lors des précédentes fertilisations

La dose de fertilisant a apporter est généralement basée en premier lieu sur les besoins en azote de
la culture. La quantité résultante de P apporté est alors généralement importante, et supérieure a la
quantité de P prélevé par la culture. Il en résulte un excés de P qui s’"accumule dans le sol avec les
apports répétés de fertilisants, qu’on appelle P résiduel.

La disponibilité du P augmente avec le P résiduel. Une étude menée sur cing essais de terrain a La
Réunion fertilisés pendant un a douze ans montre en effet que le P disponible du sol mesuré avec
différents indicateurs (P extrait a I'’eau, avec la technique de Diffusive Gradients in Thin films — DGT —,
avec la méthode Olsen, ou avec la méthode Olsen-Dabin) augmente avec le P résiduel (Figure 5 du
Chapitre Il). Une expérimentation de croissance de plantes (millet perlé, Pennisetum glaucum) en pots
sur un andosol montre également que la quantité de P prélevé augmentent avec le P résiduel (Figure 1).
L'indicateur de P disponible doit donc intégrer la quantité de P accumulé dans le sol avec les précédentes
fertilisations. Néanmoins, I'augmentation du P directement disponible avec la quantité de P accumulé
differe selon le type de sol.
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Figure 1 Augmentation du phosphore prélevé par la plante avec la quantité de P résiduel (P
accumulé avec les fertilisations passées) dans le sol ; millet perlé (Pennisetum glaucum) apres 19
jours de croissance en pots en conditions contrélées, sur un andosol ayant recu 12 ans de
fertilisation en champ (se référer au chapitre I11.2). La barre d’erreur représente I'erreur standard (n
= 4). La droite représente la régression linéaire ; *** p-value < 103,
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L’indicateur doit intégrer la capacité de fixation en phosphore des sols

La disponibilité du P varie en fonction de la capacité de fixation en Pi du sol. Les types de sols de La
Réunion ont des capacités de fixation (ou sorption) du Pi trés contrastées, qui diminuent avec leur
évolution (Figure 1 du Chapitre Il). Ainsi, les andosols qui sont les moins évolués, ont une forte capacité
de fixation, comparé au nitisol ou encore a I'arenosol. Pour une quantité similaire de P résiduel, la part
de Pi en solution est donc bien plus faible dans un andosol que dans un nitisol ou un arenosol (Figure 2).
En conséquence, la quantité de P prélevé par la plante change en fonction du type de sol. Des
croissances de plantes (millet perlé) en pots en conditions contrélées montrent en effet un prélévement
de P supérieur dans un nitisol que dans un andosol ayant regu les mémes apports de fertilisants (Figure
3). L'indicateur de P disponible doit donc prendre en compte la capacité de fixation en Pi des sols.
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Figure 2 Disponibilité du phosphore dans trois types de sols de La Réunion, n’ayant pas été fertilisé.
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L’indicateur doit étre corrélé au phosphore réellement prélevé par la plante

Le Pi extrait a I'eau (Pi-eau) est corrélé au P prélevé par la plante & court-terme (r? ajuste =0,55)
(Figure 9 du chapitre IV). A court-terme, on peut supposer que la plante préléve majoritairement le Pi
fortement disponible, et dépend relativement peu du réapprovisionnement par les pools de P fixé a la
phase solide. En revanche lors d’un prélevement a plus long-terme au champ, le réapprovisionnement
par le Pi fixé a la phase solide influence probablement de maniére plus importante le prélevement de P.
L'indicateur devrait ainsi également prendre en compte la taille et la cinétique des pools de Pi disponible
fixé a la phase solide. Une étude de Denoroy et al. (2012) montre une corrélation plus ou moins bonne
entre le P extrait a I'’eau et le rendement d’une culture en champ, selon la culture étudiée. Cette relation
semble également varier en fonction du site étudié. L'étude suggére alors d’utiliser la valeur E comme
indicateur de P disponible, qui est déterminée a partir de la quantité de Pi isotopiquement échangeable
en 12 ou 24 h. Cependant, la méthode permettant de déterminer la valeur E nécessite I'utilisation
d’isotope radioactif du P, ce qui rend difficile son utilisation en routine. Les auteurs de cette étude
proposent ainsi comme perspectives de déterminer une relation permettant de calculer la valeur E a
partir de la mesure du Pi-eau et de certaines propriétés classiques du sol. Dans un premier temps, la
mesure du Pi-eau pourrait donc constituer un indicateur du Pi disponible.

153



Figure 3 Effet du type de sol sur le phosphore prélevé par du millet perlé (Pennisetum glaucum),
apres 10 jours de croissance en pots. L'andosol et le nitisol n’avait pas regu de fertilisant. *** p-
value < 103,
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2.1.2. Est-il pertinent de changer d’indicateur de phosphore disponible a La Réunion ?

L'indicateur utilisé a La Réunion integre le P accumulé dans les sols avec les précédentes
fertilisations. La quantité de phosphore inorganique extrait par la méthode Olsen-Dabin (Pi-Olsen-Dabin)
utilisée est en effet fortement et linéairement corrélée a la quantité de P résiduel dans les différents
types de sols de La Réunion (Figure 5d du Chapitre Il). Cette méthode intégre donc bien la dose de P
accumulé par la fertilisation passée.

L'indicateur utilisé a La Réunion n’intégre pas la capacité de fixation des sols. Le Pi-Olsen-Dabin
augmente en effet avec le P résiduel de maniére linéaire pour tous les types de sols (Figure 5d du
Chapitre Il). Pour pallier a ce manque, I'outil SERDAF corrige la valeur de Pi-Olsen-Dabin par le type de
sol. Néanmoins, la typologie des sols et les pouvoirs fixateurs qui leurs sont attribués sont fortement
incertains. Il serait donc préférable d’utiliser un indicateur intégrant directement la capacité de fixation
en P des sols.

La Pi extrait a I'’eau integre a la fois la quantité de P résiduel et la capacité de fixation en P des sols
(Figure 5a du Chapitre 1l). De plus, le Pi-Olsen-Dabin semble peu correspondre au P prélevé par les
plantes (Morel and Fardeau, 1987), en revanche le travail de thése a montré que le Pi-eau est corrélé au
P prélevé par les plantes a court-terme dans deux types de sols réunionnais. Le Pi-eau est donc un
meilleur indicateur que le Pi-Olsen-Dabin seul pour estimer le P disponible des sols. Néanmoins, deux
raisons peuvent nuire a son utilisation. La premiere est que les quantités de Pi-eau sont parfois tres
faibles dans les andosols et donc difficilement quantifiables dans ces sols qui couvrent pourtant une
large part des surfaces cultivés dans le Sud, I'Est et les hauts de I'Ouest et du Nord de La Réunion. La
deuxieme est qu’il n’existe pour le moment pas de références avec cet indicateur a La Réunion. Les
mesures de Pi-eau sont limitées aux études réalisées au cours de cette thése, et correspondent donc
seulement a six sites. Un futur de travail de thése en association avec eRcane prévoit d’étendre les
mesures de Pi-eau sur tout le territoire.
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2.2. Caractérisation des résidus organiques pour déterminer leur effet sur la
(phyto)disponibilité du phosphore

2.2.1. La spéciation du phosphore dans le résidu organique détermine-elle son effet
sur le phosphore disponible ?

Une étude basée sur un andosol aprés 12 ans de fertilisation montre que I'apport de résidus
organiques (lisier et compost de fumier de bovins) et d’engrais minéraux augmente principalement la
quantité de P inorganique et a peu d’effet sur la quantité de P organique, que ce soit dans le pool
directement assimilable par les racines (Pi-eau) ou dans I'ensemble du P du sol (Figure 4). Ces résultats
(Chapitres Il et Ill.1), en accord avec la littérature (Negassa and Leinweber, 2009) suggerent que la
spéciation du P dans les résidus organiques ne déterminent pas leur efficacité.

Figure 4 Répartition du P entre les formes inorganiques et organiques dans un andosol apres 12 ans
sans apport (témoin), d’apports de résidus organiques, ou de fertilisant minéral (se référer au
chapitre Ill). La barre d’erreur représente |'erreur standard ; les lettres indiquent des différences
significatives a 0,05.
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aDans |’ extrait al’eau, le P inorganique (Pi) a été déterminée par colorimétrie (Rao etal., 1997),
le P total par ICP-MS; le P organique correspond a la différence entre le P total et le Pi dans
I’extrait (Van Moorgleghem etal., ).

b | e P inorganique total du sol a été déterminé par extraction a I’acide sulfurique 0.5 M ; le P
total du sol par oxydation du P organique puis extraction a I’acide sulfurique 0.5 M; P organique
total du sol correspond a la différence entrele P total et le P inorganique total du sol (Saunders
and Williams, 1995).

¢ Compost de fumier de bovin.

d |isier de bovin

¢ Phosphate naturel (solublea 75% dans I'acide formique a 2 %).
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2.2.2. La solubilité du P dans les résidus organique détermine-elle son effet sur le
phosphore disponible et phytodsiponible ?

La solubilité du P contenu dans le fertilisant organique peut étre déterminée en mesurant la
concentration de Pi dans un extrait a I'eau. La solubilité du P dans la boue du Grand Prado est ainsi
beaucoup plus faible que celle d’effluents d’élevage (Tableau 2 du chapitre IV).

Figure 5 Phosphore disponible et phosphore prélevé par la plante dans un andosol et dans un
nitisol de La Réunion n’ayant recu aucun apport (témoin), ou aprés cing apports répétés de
fertilisant minéral (solution KH,PO.) ou de résidus organiques apportés a dose équivalente de
phosphore. Les lettres indiquent des différences significatives entre les modalités de fertilisations a
0,05.
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* P inorganique extrait a I'eau ultra-pure avec un ratio 1:10, pendant24 h
** P prélevé par du millet perlé (Pennisetum glaucum) apreés 10 jours de croissance en pots

Des incubations de sol et résidus organiques en conditions controlées ont été menées afin de
déterminer I'effet de la solubilité du P sur la disponibilité du P dans les sols (Chapitre 1V). Des apports
répétés de résidus organiques (boue, lisier et compost de fumier de bovins) et de fertilisant minéral ont
été réalisés pendant cinqg mois, sur un andosol et sur un nitisol. La disponibilité du P dans les deux sols
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était inférieure avec la boue et semble en partie liée a la solubilité du P dans le résidu (Figure 5a et b).
Néanmoins, la différence de disponibilité du P dans les sols est faible (Pi-eau dans le nitisol 3 fois plus
fort avec le compost qu’avec la boue apres cing apports répétés) comparé a la différence de solubilité
dans les résidus organiques (Pi-eau 200 fois plus fort dans le compost que dans la boue). La solubilité
semble donc avoir une faible influence sur la disponibilité du P.

Des cultures de plantes (millet perlé) a court terme (10 jours) ont été réalisées sur les sols issus des
incubations afin de déterminer I'effet de la solubilité du P dans les résidus organique sur la quantité de P
prélevée par la plante (Chapitre 1V). La quantité de P prélevé par la plante ne varie pas en fonction de la
solubilité en P des résidus organiques. La quantité de P prélevé par la plante sur le sol fertilisé avec la
boue est ainsi équivalente a celle prélevée sur le sol fertilisé avec du compost (Figure 5c et d). La
solubilité du P dans les résidus organiques ne semble donc pas influencer le prélevement de P par la
plante a court-terme.

2.2.3. Les modifications des propriétés du sol induites par les résidus organiques
déterminent-elles leur efficacité ?

La capacité de fixation (ou sorption) du Pi du sol diminue lorsque le pH du sol augmente, et ce dans
tous les types de sols réunionnais étudiés (Figure 2b du Chapitre Il). Pour une teneur équivalente en P
résiduel, cette diminution de fixation du Pi induit une augmentation du Pi directement disponible (Pi-
eau) (Figure 4a du Chapitre Il) et moyennement disponible (Eaem) (Table 3 du chapitre 111.2). Ces résultats,
en accord avec la littérature (Faucon et al., 2015), rappellent que les modifications du pH du sol ont un
role majeur sur la disponibilité du Pi dans les sols agricoles.

La fertilisation organique augmente le pH des sols. Une étude basée sur un essai de terrain apres 12
ans de fertilisation montre que I'apport de lisier ou de compost de fumier de bovin augmente le pH de
I"'andosol (Figure 1a du chapitre 1ll.1), ce qui augmente le Pi directement disponible pour les plantes (Pi-
eau) (Figure 3a du chapitre 1ll.1). L'augmentation du pH du sol induite par les résidus organiques semble
donc augmenter la disponibilité du P sur I'andosol. Il faudrait confirmer ces résultats sur les autres types
de sol.

L'effet du lisier et du compost de bovins sur le pH observé a long-terme en champ sur I'andosol a
également été observé lors d’incubations en conditions contrélées pendant cing mois. Les incubations
semblent donc permettre de refléter I'effet des résidus organiques sur le pH des sols a long-terme en
champ. Il existe une norme basée sur des incubations en conditions contrélées ayant pour but de
déterminer 'effet des résidus organiques sur le pH des sols (NF EN 14984). Cette norme pourrait étre
utilisée pour déterminer 'effet des principaux types de résidus organiques produits a La Réunion sur le
pH des sols. Nos résultats suggérent également que l'intensité de I'effet du type de résidu sur le pH
change selon le type de sol (Figure 9 du chapitre 1V), il faudrait donc vérifier I'effet sur plusieurs types de
sol de I'ile. Les résultats pourraient ensuite étre comparés a des essais de terrains testant les mémes
types de fertilisants.
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2.3. Efficacité d’un apport massif de fertilisant a la replantation pour fournir du P a la
canne sucre pendant plusieurs années

Pour fertiliser les sols canniers, la modalité d’épandage la plus pratique a réaliser consiste a réaliser
un apport massif de fertilisant en enfouissant au moment de la replantation (environ tous les sept ans).
L'effet sur la disponibilité du P d’'une telle modalité d’épandage nécessite de déterminer si la fixation du
P dans le sol au cours des années peut nuire a sa disponibilité.

La disponibilité du P dans le sol aprés plusieurs années suivant un apport massif de résidu organique
n’a pas directement été étudié au cours de la these, car aucun essai de terrain assez ancien ne le
permettait. Néanmoins, les résultats basés sur les essais prairies montrent que le P disponible du sol
(Chapitres Il et 111.1) et le P prélevé par les plantes augmentent avec la quantité de P accumulé dans le sol
(Figure 1 ; Chapitre 11.2). Les résultats laissent donc supposer que le P apporté massivement en une fois
peut étre disponible pour les cultures. Cependant dans tous les essais étudiés, la fertilisation était
effectuée chaque année.

Une autre modalité d’épandage peut étre réalisée, elle consiste a apporter le fertilisant en surface a
une faible dose chaque année aprés la coupe de la canne. L’effet sur le P disponible d’une telle modalité
d’apport nécessite de réaliser d’autres études, afin de déterminer si le P apporté peut migrer en
profondeur et atteindre le lieu de prélévement par les racines. |l serait également pertinent de mener
des recherches afin de terminer I'impact environnemental lié aux pertes de P vers les eaux induites par
ces deux modalités d’épandage.
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Chapitre Annexe

VI. Relative contribution of phosphorus from native soil and
from residual phosphorus resulting from past organic or
mineral fertilization on plant phosphorus uptake
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Abstract

The aims of this study were i) to determine the relative contribution of residual P pool resulting from
past organic or mineral fertilization and native soil P pool on plant P uptake, ii) to determine the relative
importance of modification of soil pH due to long-term fertilization, compared to the increase of residual
P, on the efficiency of a fresh fertilizer. We studied soils sampled on an andosol field experiment after 12
years of organic (dairy slurry or compost of dairy manure), chemical NPK with N applied as ammonium
nitrate; or mixed of organic and ammonium nitrate fertilization. Soil available Pi before growth
experiment was determined by isotopic exchange method associated with anion exchange membrane
(Eaem). To determine the source of plant P uptake, we realized a pot experiment with pearl millet
(Pennisetum glaucum) using the isotopic dilution technique, with fresh phosphate fertilization or not.
Phytoavailable P was assessed by the exchangeable Pi determined with Larsen method (L-value). Our
results show that L-value increased linearly with soil residual P (r?* adj = 0.87). L-values were correlated
with Eagm measured in soils before growth experiment (r = 0.92), but L-values were highest. Plant P
uptake derived from native soil (Pdfsoil) was higher in soils fertilized at the field, than in the control soil.
Plant P uptake derived from residual P (Pdfres) increased linearly with soil residual P, whatever if P was
added with organic or mineral fertilizers. The percentage of plant P uptake derived from native soil
(%Pdfsoil) and derived from residual P (%Pdfres) changed between fertilization modalities. Nevertheless,
our results suggest that the indirect method cannot be used to determine the source of P uptake if soil
physical-chemical properties have changed with long-term fertilization.
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1. Introduction

Intensive long-term fertilization has led over years to an accumulation of soil phosphorus (P) in many
developing countries of the world (Sattari et al. 2012). Phosphorus accumulated in soil, hereafter
referred to as residual P, can represent a stock for crop nutrition. Utilization of soil residual P by the
crops is an interesting way to reduce the use of mineral fertilizers, that have finite reserves.
Nevertheless, this supposes that residual P is available for plants.

Residual P can result from past mineral or organic fertilization. Availability of residual P could change
with the type of fertilizer applied. A review of Negassa and Leinweber (2009) showed that P determined
in most of the Hedley fractions tends to increase with P accumulated in soil by fertilization, irrespective
of whether mineral or organic fertilizers have been applied, which suggests that organic and mineral
fertilizers are equivalent nutrient P sources. Nevertheless, P determined in different soil P fractions tends
to poorly represents plant P uptake (Menezes-Blackburn et al., 2017). Plant P uptake can increase with
soil residual P, but studies are to scarce to conclude if residual P resulting from organic fertilization is
more or less available for plants than residual P resulting from mineral fertilization (Oberson et al., 2010;
Vig et al., 1983).

Long-term organic fertilization can markedly change soil physical-chemical properties, and could thus
enhance the availability for plant of P within soil P pool (Faucon et al., 2015). Increase of soil pH with
long-term organic fertilization has especially been shown to notably increase soil P availability (Chapitre
[11.1). Plant P uptake derived from residual P pool can thus be lower in a soil with past organic fertilization
than past mineral fertilization, but can be compensate by a higher P uptake derived from soil P pool
(Morel and Fardeau, 1989°). Nevertheless, contribution of soil P pool to plant P uptake could be limited
in soil with high P sorption capacity and knowledges about this point are scarce.

Relative contributions of soil P pool and residual P pool on plant P uptake can be determined using
isotopic dilution technique (Morel and Fardeau, 1989?). This technique could thus be used to determine
the contribution of soil P pool on plant P uptake in a soil with residual P resulting from past organic
fertilization, or from past mineral fertilization.

Long-term past fertilization can also change the efficiency of a fresh fertilizer. The efficiency of a
fresh fertilizer can decrease with increasing amount of residual P in soils (Morel and Fardeau, 1989°).
Residual P increases the content of available P; the increase of available P with a fresh fertilizer is thus
reduce in a soil containing high residual P content (Gallet et al., 2003). Moreover, the efficiency of a fresh
fertilizer can change with the modifications of soil physical-chemical properties induced by previous
fertilization, especially soil pH (Barrow and Debnath, 2014). Modification of pH can alter soil Pi sorption
capacity (Chapter 1ll.1), and can thus change the efficiency of a fresh fertilizer (Chapter 111.2).
Nevertheless, few studies investigated the relative importance of modification of soil pH due to long-
term fertilization, compared to the increase of residual P, on the efficiency of a fresh fertilizer.

161



The aims of this study were thus i) to determine the relative contribution of residual P pool resulting
from past organic or mineral fertilization and native soil P pool on plant P uptake, ii) to determine the
relative importance of modification of soil pH due to long-term fertilization, compared to the increase of
residual P, on the efficiency of a fresh fertilizer. We realized a pot experiment with pearl millet
(Pennisetum glaucum) using the isotopic dilution technique to determine the source of plant P uptake on
soils that previously received for 12 years organic or mineral fertilizers, with fresh phosphate fertilization
(Treatment +P) or not (Treatment @P).

2. Material & Methods

2.1. Principle of indirect isotope method to determine P uptake derived from residual P
and P uptake derived from native soil P without fresh fertilization

The principle of the indirect method was described by Morel and Fardeau (19892):

1. Radioactive isotopes of Pi (here 33Pi) are added to soil suspension at steady-state. The initial
radioactivity introduced (R) is known, and the amount of 3*Pi added is small enough to maintain the
initial Pi concentration in soil solution. Exchange between Pi in solution and Pi adsorbed on solid phase
occurs, but Pi concentration in solution remains constant. Then 3Pi added in solution is diluted by 3!Pi in
solution and by exchangeable 3!Pi of the solid phase. This exchange induces a decrease of radioactivity in
solution. Exchange is very fast just after the addition of 33Pi, then the kinetic of exchange reduce with
time (Fardeau et al. 1991). The specific activity (SA = 33Pi/Pi) is considered to be the same in solution and
in the pool of exchangeable Pi of the solid phase.

2. The seed is sown on the radio-labeled soil, plant growths and takes up Pi. The SA of Pi uptake is
considered to be equal to the SA of Pi in solution and to the SA of exchangeable Pi of solid phase (Morel
and Fardeau, 1994). After plant growth, the total amount of P in plant (Pn) and the specific activity in
shoot (SAp) is measured.

3. The amount of exchangeable soil Pi taken up by the plant is determined by the Larsen method and
called L-value (Larsen, 1952). L-value is calculated from the SA in plant (SA.) corrected by the estimated
seed contribution, and the radioactivity introduced (R):

SApl = *3Ppi/Pyrson = **Ppl/(Ppi — Pafseea) = R/L Eq. (1)
Where 3P, is the ¥Pi activity in the plant, Pdfsoil and Pdfseed are the amounts of P uptake derived
respectively from the soil and from seed.

To determine the source of P uptake in a soil with residual P, the experiment described above (steps
1, 2 and 3) should be realized in parallel in a soil with residual P and in a soil without residual P (control
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soil), with a same radioactivity R introduced in both cases. In the control soil, P uptake is derived from
the pool of exchangeable Pi of native soil (L), which is determined from the SA of the plant grown on the
soil control corrected by the seed contribution (SApicontror):

SAplcontrol = R /L Eq. (2)

In the soil with residual P, P uptake (Ppires) is derived from two pools of exchangeable Pi:
exchangeable Pi of the native soil (L) and exchangeable Pi of residual P (AL), we have thus:

Pplres = P + Py
SAplres = 33Pplres/Pplres =R/(L + AL) Eq. (3)

Where P, is the P uptake derived from L, P4 the P uptake derived from AL, and SApires the SA in plant
grown on soil with residual P.

The amount of P uptake from each pool of exchangeable Pi is considered to be proportional to the
amount of Pi on each pool (Fried and Dean, 1952), then:

P,/L = P, /AL = Pplres/ (L + AL) Eq. (4)

The percentage of P uptake derived from the native soil (%Pdfsoif) can be determined from SA in plant
grown on control soil and SA in plant grown on soil with residual P, using equations 2, 3 and 4. The
amount of P uptake derived from the soil (Pdfsoit), the percentage and the amount of P uptake from
residual P (%Pdfres and Pdfres), can then be calculated:

%Pdfsoit = 100 * P, /Ppjyes = 100 % L / (L + AL) = 100 x SApires/SAplcontrol
Pdfsoil = Pplres * %Pdfsoil

%Pdfres = 100 — %Pdfsoil

Pdfres = Ppires — Pdfsoil

2.2. Principle of direct isotope method to determine P uptake derived from fresh
mineral fertilizer, soil residual P, and native soil P

Mineral P fertilizer is **Pi labelled and added to the soil. Exchangeable 3!Pi of soil dilutes in the plant,
the P uptake derived from the fertilizer. The percentage of P uptake and the amount of P uptake derived
from the fresh fertilizer (%Pdfferti and Pdfferti) can thus be calculated with the equation (Morel and
Fardeau, 1989?):

%Pdfferti = 100 * SAferti/SApl
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Pdfferti = Ppl x %Pdfferti

Where SArriis the specific activity of the fresh fertilizer applied, SA, the specific activity in the plant,
and Py the total amount of plant P uptake.

Principle of direct isotope method to determine P uptake derived from soil residual P and native soil P

P uptake derived from residual P and from soil native P in the presence of labelled fresh P fertilizer
(Treatment +P) were calculated according to Gallet et al. (2003) and Oberson et al. (2010). In the soil
control, P uptake derive from two pools of exchangeable Pi: exchangeable Pi of native soil (L), and
exchangeable Pi of fresh fertilizer applied (Q). We have then:

SApicontrotF = R / (L + Q) Eq. (5)

In the soil with residual P, P uptake derive from three pools of exchangeable Pi: L, Q, and
exchangeable Pi of residual P (AL). We have then:

PplTeSF = PLF +PQF+ PALF
SAplresk = R /(L +Q + AL) Eq. (6)

Where P, Por and Par are the amount of P uptake on soil with fresh fertilization, respectively
derived from L, Q and AL.

The amount of P uptake from each pool of exchangeable Pi is considered to be proportional to the
amount of Pi on each pool, then:

PLF/L = PQF/Q = PALF/AL = PplT'eSF/ (L+Q+AL) Eq. (7)

The percentage of P uptake derived from the native soil (%PdfsoilF) can be determined from SA in
plant grown on control soil and SA in plant grown on soil with residual P, using equations 5, 6 and 7. The
amount of P uptake derived from the soil (PdfsoilF), and the amount of P uptake from residual P (PdfresF),
can then be calculated:

%PdfsoitF = 100 * PLp/Ppiresp = 100 % L / (L + Q + AL) = 100 % SApiresF/SApicontrolF
PdfsoilF = PpiresF * %PdfsoilF
PdfresF = PplresF — PdfsoilF — PdffertiF

2.3. Description of field experiment and soil sampling

We realized the indirect isotope method described above on soils sampled on a fertilization field
trial. Soil samples were collected from a long-term field experiment located in Réunion, a French volcanic
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island (2500 km?) in the Indian Ocean (55°30’E, 21°05’S). The experiment was cultivated under grassland
with five cuts per year for 12 years on an andosol (IUSS Working Group WRB, 2014). Table 1 shows the
soil parameters at the beginning of the field experiment. Plots were arranged in a randomized block
design with three replicates.

Table 1 Parameters of andosol sampled at 0-15 cm under grassland cover at the beginning of the
field experiment.

Unit, dry mass

Clay (< 2 um) g kg 139
Silt (2 - 50 pm) g kg 680
Sand (50 —2 000 um) g kg 181
Bulk density gcm? 0.55
Organic C* g kgt 123
N total® g kg 10.9
P total® mg kg 3030
Pi-Olsen® mgkg* 23.7
Pi-water® mg kg? 0.36
pH-waterf 5.8

2150 10694

bSO 13878

¢1S0 14869-1

d Inorganic phosphorus extracted with Olsen method
¢ Inorganic phosphorus extracted with water
f Soil:liquid ratio 1:5

Ten modalities with organic and/or mineral fertilization were performed yearly as follows (Table S1):
a control without fertilization, two mineral fertilizations with both 52 kg P ha yr? as soft rock phosphate
(75% soluble in 2% formic acid) but differing by the dose of N applied as NH4sNO; (NPK 1 and 2,
respectively); two fertilizations with dairy slurry corresponding to either 170 or 290 kg P ha yr? (slurry
low dose (Ld) and high dose (Hd), respectively); two fertilizations with dairy manure compost
corresponding to either 70 or 120 kg P ha? yr! (compost Ld and Hd, respectively); and three mixed
fertilizations of organic fertilizers and N applied as NH4sNOs: dairy slurry at low dose and NHiNO;
(slurry Ld/N); dairy manure compost at low dose or at high dose and NHsNO; (compost Ld/N or compost
Hd/N, respectively). Compost and slurry were frozen, lyophilized and crushed at 2mm before analyses.
Table 2 shows slurry and compost parameters.

The soil was sampled after 12 years of fertilization at 0-15 cm depth in each plot, and soil samples
(hereafter referred to as soils) were air dried and sieved at 2 mm. The three replicates per fertilization
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were then mixed to obtain a composite for each of the ten fertilization modalities. Soils were analyzed
by a routine soil testing laboratory (CIRAD, US Analyses). The soil is classified as an andosol (IUSS
Working Group WRB, 2014); Table 1 shows the soil parameters at the beginning of the field experiment.

Total P, exchangeable Pi in soil determined by isotopic exchange method associated to anion
exchange membrane (Easv) (Maertens et al., 2004), and classic characteristics of soil samples before
growth experiment were described in Table 1 of Chapter Ill.2.

Table 2 Parameters of organic fertilizers used in the field experiment.

Unit, dry mass Slurry Compost
Dry matter 105°C % 9.1 46.3
Organic C? g kgt 890 232
N total? g kgl 24.8 22.4
P total® g kg 8.0 7.0
K total g kgt 45.4 11.1
Pi-water® g kgt 0.6 0.9
pH-water? 7.5 7.5
215010694
bSO 14869-1

¢ Inorganic phosphorus extracted withwater
d Soil:liquid ratio 1:5

2.4. Growth experiment with indirect isotope method (Treatment @P) and direct
isotope method (Treatment +P)

In the treatment without fresh phosphate addition (JP), the ten soils from the field experiment
were fertilized with a nutritive solution containing NH4sNO3 and KCI to provide 120 mg N and 100 mg K kg
L dry soil. In the treatment with fresh phosphate addition (+P), the ten soils were fertilized with a
nutritive solution containing NHsNOs and KH,PO, to provide 120 mg N, 100 mg K, and 80 mg P kg™ dry
soil. Soils were moistened to reach 70 % of pF 2.5 and were pre-incubated for four days in a phytotron in
the darkness at 24 °C and 65 % of relative humidity. After pre-incubation, we spiked soils with
550 kBq kgSoil* by adding 4.9 mL water solution of 33Pi at 100 kBq mL™* on 900 g DM soil for treatment
@P, and by adding 4.9 mL mineral solution of 80 mg kg™ P (as KH,PO,) at 100 kBq mL* for treatment +P.
Two days after spiking, each soil was separated into four replicates in plastic pots containing 225 g dry
soil, and 8 seeds of pearl millet (Pennisetum glaucum) were sowed per pot. Pots were placed in a
phytotron with the following climatic conditions: 12 h of light day?, 28/20°C (day/night) and 65 % of
relative humidity. Soils were then moistened daily to maintain 70 % of pF 2.5. Five days after sowing, we
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kept only four plants per pot by cutting the shoots of extra plants, and 10 days after sowing only two
plants. After 19 days of growth, the shoots of remaining plants were cut 1 cm above soil surface, cut into
small pieces and dried at 65°C for 48h to determine shoot biomass. Plant shoots were heated in a
muffle-oven at 500°C during 6h and ashes were then digested in 300 mL HCl (37 % w w™) and 100 mL
HNOs (68 % w w) per liter. The concentration of Ca, K, Mg, and P in plant digests was measured by ICP-
OES. Certified reference corn (Zea mays L.) was included in the digestions and analyses; the
measurement recovery was 101 % for Ca, 93% for K, 91 % for Mg and 108 % for P. Radioactivity in
solution was then measured with Beta-counter (Packard Tri-Carb 1600CA liquid scintillation counter;
scintillation cocktail Ultima Gold AB).

2.5. Estimation of seed phosphorus contribution

We filled one plastic pot of 1 L with 900 mL of a free-P nutrient solution containing: 1 mM N, 1 mM
Ca, 0.6 mM K, 0.25 mM Mg, 12.5 uM Fe, 7.5 uM B, 2.5 uM Mn, 0.5 uM Zn, 0.25 uM Cu, and 0.035 uM
Mo. We put a mesh fixed on polystyrene at the surface of the solution and we disposed 15 seeds on the
mesh, in order they just soak on the solution. After 8 days of growing, most of the seeds seem empty;
plants were thus harvested and biomass and P concentration in shoots were determined as described
above. The average amount of P taken up per plant was calculated and considered as the P seed
contribution.

2.6. Determination of available inorganic phosphorus in soil by isotopic exchange
method associated to anion exchange membrane

We thus used the isotopic exchange method associated to anion exchange membrane (AEM)
proposed by Maertens et al. (2004). An equivalent of 3g dry soil was mixed with 30 mL of CaCl, 5 mM for
16 h for pre-equilibration of the soil-solution system. Radioactive phosphate 33P0, (0.1 MBg 30mL?) and
two anion exchange membranes (AEM) of 5 cm? loaded with HCOs™ (55164 2S, BDH Laboratory Supplies)
with an anion exchange capacity of 0.037 cmol. cm? were added concomitantly to the soil-solution
mixture and shaken for 5 days more. Then, AEM were removed from the soil-solution mixture, rinsed
with ultra-pure water, and eluted for 16 h in 20 mL of HCl 0.5 M. The concentration of **Pi and total P
was measured with a B-counter (Packard Tri-Carb 1600CA liquid scintillation counter; scintillation
cocktail Ultima Gold AB) and by ICP-MS (Agilent 7700x), respectively. We calculated the Earn values and
the solid-solution partitioning coefficient of Pi (K,) according to Maertens et al. (2004), assuming that
AEM binding capacity was the same for 3!Pi and *Pi:

4
Expm = Cs1pijiquid (ﬁ + Kd) Eq. (9)

With Cs1p;jiquiq the concentration of Pi in the AEM eluate (mg L™), V the volume of CaCl; in soil
suspension (L) and M the mass of the soil (kg).
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C33
Pi,solid R—1r
Kd = = %

T
33p; liquid

Eq. (10)

S

with Cssp;so1q the concentration of **Pi on the soil solid phase (mg L) and C33pjliquiia the
concentration of 3Pi in the AEM eluate (mg L?), R the total radioactivity introduced in the soil
suspension (Bq mgP?) and r the final radioactivity in AEM eluates after 5 d (Bqg mgP?). We thus have
from equations (9) and (10):

1
SAuEm

Eppm = Eq. (11)

I=

with SAaev the specific activity of P in AEM eluate (Bg mgP™).

3. Results and discussion

3.1. L-values in soils increases linearly with soil residual phosphorus

Exchangeable Pi determined with Larsen method (L-value) changed significantly with fertilization
modalities in soils (Figure 1a). L-values were the lowest for control (0.30 g kg'), NPK 1 (0.36 g kg!) and
NPK 2 soils (0.32 g kg?), and the highest for slurry Hd (1.17 g kg*) and compost Hd/N (1.45 g kg).
Previous studies showed that L-values ranged around 0.12 to 0.38 g kg in medium or high P level soils
(Achat et al. 2014; Frossard et al. 1994). In our study L-values were thus high compared to the literature,
even in control soil. Nevertheless, P limited biomass of plants in control and NPK soils (Chapter 111.2). Our
results show that organic fertilizers increased soil exchangeable Pi compared to the control.

L-value increased linearly with soil residual P (r? adj = 0.87) (Figure 2). This result agreed with our
previous results, showing that available Pi determined with isotopic dilution associated to membranes
(Eaem), or Pi extracted with water (Pi-water) increased with residual P in the same andosol (Chapter ).
Nevertheless, Pi-water and Eaen increased also significantly with soil pH, while L-values did not change
here with pH (results not shown). Contrary to L-value, Easv and Pi-water are both indicators of soil
available Pi determined without plant. Effect of pH can be different on soil Pi availability and on plant P
uptake (Chapter 1l11.2), that could explain why L-value did not change with soil pH.

L-values were correlated with Eagv measured in soils before growth experiment (r = 0.92), but L-
values were highest. Ratio L-value/Esem ranged between 1.8 and 4.5 (Figure 1d). Pypers and al. (2006)
found also ratio L-value/Esem larger than 1, and explained higher L-values by the capacity of plants to
take-up non-readily available Pi. In our study, higher L-values could also be due to a difference of dilution
time for the determination of L-value and Eaem. For Eaem, isotopic dilution occurred between spiking and
AEM elution, thus during five days in our experiment (protocol detailed in Chapter IIl.2). For L-value,
isotopic dilution in soil occurred between spiking and plant harvesting, thus during 21 days. Pypers et al.
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(2006) showed that Exsm Were stable only after 14 days of dilution. We should thus measure Eagy after 21
days and compare Eaen and L-values.
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Figure 1 Soils parameters before growth experiment, or plant parameters after 19 days of growth,
without fresh fertilization (Treatment &P). Andosol was fertilized for 12 years with organic
fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or mineral NPK fertilizer. Values of soil groups with
different letters are statistically different at level 0.05.
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Figure 2 Evolution of exchangeable Pi determined by Larsen method (L-value) with the content of
residual P in soil, without fresh fertilization (Treatment @P). Andosol was fertilized for 12 years
with organic fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or mineral NPK fertilizer.

{-value (mg kg1}

L % Control QSluny Ld A Compost Ld
1400 4 y=269+0.39x
r2 adj =0.87 ONPK1 @ Slurry Ld/N & Compost L/N
1200 - p-value<103 ONPK2 @Slumy Hd A Compost Hd
A Compost Hd/N
1000
800 -
600 -
400 - g
\ T T T T T
0 500 1500 2500

Soil residual P {mg kg ™)

3.2. Phosphorus uptake derived from soil and from residual phosphorus in soils
changes with fertilization history

Amount of plant P uptake derived from native soil (Pdfsoil) was higher in soils fertilized at the field,
than in the control soil (Figure 3a). In the control, Pdfsoif was equal to 0.8 mg kg?, while it reached 7.9 mg
kg in compost Ld/N. Gallet et al. (2003) found also that P uptake derived from native soil was higher in
soil with residual P, than in control soil. In our study, plant biomass was higher in soil with residual P,
than in the control soil (Chapter 111.2), and Pdssoil increased linearly with plant biomass (r? adj = 0.87)
(Figure 4). These results suggest that the increase of Pdfsoil was due to a higher plant development and a
higher exploration of the soil by roots.

Amount of P uptake derived from residual P (Pdfres) increased linearly with soil residual P, whatever if
P was added with organic or mineral fertilizers (Figure 5). In contrast, Oberson et al. (2010) found a
higher Pgses in soil with mineral P, than in soil with organic fertilizers, and concluded that P added with
organic fertilizers was less available than P added with mineral P. Nevertheless, in this previous study
content of residual P was lower in soils with organic fertilizers, and could explain the lower Pg4s.s obtained
with organic fertilizers. Our results agreed with the study of Gallet et al. (2003), showing that Pgsres
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increased with residual P in soil. Our results suggest that residual P in soil has the same availability

whatever the nature of fertilizer applied.

Figure 3 Phosphorus uptake derived from seed, native soil, residual P, or fresh mineral fertilizer, in
an andosol fertilized for 12 years with organic fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or
mineral NPK fertilizer. a) without fresh fertilization (treatment @P) using indirect method, b) with

fresh fertilization (treatment +P) using direct method.
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The percentage of plant P uptake derived from native soil (%Pdfsoil) and derived from residual P

(%Pdfres) changed between fertilization modalities (Figure 6a). The %Pgs0i decreased with the amount of
residual P in soil (r = - 0.86) and with soil pH (r = - 0.93). Gallet et al. (2003) found also that the %Pdfsoil
decreased with soil residual P. They suggested that content of soil residual P drives the proportions of P

uptake from each pool, and that modifications of soil physical-chemical properties had no influence. In

contrast, our results suggest that modifications of soil pH due to the application of organic and mineral

fertilizer influenced the proportion of P uptake from each source.
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Figure 4 Relationship between plant P uptake derived from the pool of native soil (Pdfsoil) and
biomass of aerial parts of plants, without fresh fertilization (Treatment 2P). Andosol were fertilized
for 12 years with organic fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or mineral NPK fertilizer.
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Figure 5 Relationship between plant P uptake derived from residual P (Pdfres) and the content of
soil residual P, without fresh fertilization (Treatment 2P). Andosol was fertilized for 12 years with
organic fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or mineral NPK fertilizer.
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3.3. Phosphorus uptake derived from fresh fertilizer decreases with soil residual P and
soil pH

Amount of P uptake derived from fresh fertilizer (Pdff) was very low for all fertilization modalities
(Figure 3b). Pdff ranged between 0.5 mg kg (in control soil) to 1.3 mg kg (in compost Ld/N soil), which
represents only 0.7 to 1.7% of the fresh mineral P applied (80 mg kg?). Morel and Fardeau (1990)
showed that Pdff compared to total amount of P applied depends on the form of P applied. In our study,
we can suppose that a high part of P added as KH,PO, solution was immediately sorbed onto solid phase
of andosol, that has a high Pi sorption capacity (Chapters Il and Ill.1), and thus participate poorly to plant
P uptake. Efficiency of fresh mineral fertilizer was very low for all fertilization modalities in the andosol
studied.

Proportion of P uptake derived from the fresh fertilizer (%Pdff) changed between fertilization
modalities (Figure 6b). Proportions of Pdif were the highest in control (33 %) and NPK 1 (34 %) and NPK 2
(36 %) soils, and the lowest in compost Hd and compost Hd/N soils (both 6 %). These results agreed with
the literature, showing that %Pdff changed between soils fertilized with organic or mineral fertilizer
(Oberson et al. 2010). These results show that efficiency of fresh fertilization changed with fertilization
history.

Proportion of P uptake derived from the fresh fertilizer (%Pdf) decreased with soil residual P and soil
pH (Figure 7). Residual P and soil pH explained concomitantly 94 % of %Pdsr. This result is in accordance
with Barrow and Debnath (2014), showing that efficiency of fertilization depends on previous P
application and soil pH. Our results suggest that efficiency of the fresh fertilizer decreased with previous
rate of P applied and with modification of soil pH induced by previous fertilization.
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Figure 6 Proportion of P uptake derived from seed, native soil, residual P, or fresh mineral fertilizer,
in an andosol fertilized for 12 years with organic fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or
a) without fresh fertilization, using indirect method, b) with fresh
fertilization, using direct method.
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Figure 7 Relationship between the proportion of plant P uptake derived from fresh fertilizer (%Pdff)
and the content of soil residual P (a), or soil pH (b). Andosol was fertilized for 12 years with organic
fertilizers, mixed of organic and N fertilizer, or mineral NPK fertilizer.
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3.4. Can the indirect method be used to determine the source of P uptake if soil
physical-chemical properties have changed with long-term fertilization?

The specific activity (SAp = **Pp/Pp) was higher in plant grown on soil with NPK2 fertilization (SAp =
1.5 kBq mg™), than in plant grown on control soil (SA, = 1.3 kBq mg™) (Figure 1e). In control soil, 3Pi
added is diluted by 3!Pi from soil exchangeable Pi (L). In soil NPK2, 33Pi is supposed to be diluted by soil
exchangeable 3!Pi (L), and by exchangeable 3!Pi of residual P (AL) (Residual P in soil NPK 2 = 230 mg kg?).
In consequence, SA, of soil NPK2 should be lower than SA, of the control soil. By contrast, we found a
higher SA, on soil NPK 2. This means that exchangeable Pi was lower in soil NPK 2 than in the control
soil, even if soil NPK 2 contained residual P.

The pH in soil NPK 2 was much lower than the pH in the control soil (respectively 4.6 and 5.8) (Figure
1f). Pi sorption capacity of the soil can change with soil pH (Chapter II, Barrow and Debnath, 2015), and
we previously showed that Pi sorption increases with acidification in andosol fertilized with ammonium
nitrate (Chapter Ill.1). We can thus suppose that Pi sorption capacity was higher in soil NPK 2 than in
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control soil, which leaded to a lower content of exchangeable Pi and a lower dilution of 33Pi. This shows
that the method cannot be used in a soil with a lower content of exchangeable Pi than the control soil.

More generally, this method cannot be used in soils with residual P, if physical-chemical properties
have changed compared to the control. Two pools of exchangeable Pi are considered: exchangeable Pi of
native soil (L), and exchangeable Pi of residual P (AP). The method is based on the hypothesis that
exchangeable Pi of native soil (L) is the same in a soil not fertilized (control soil) and in a soil with residual
P. Nevertheless, soil physical-chemical properties, principally pH or content of organic carbon, can
change highly with long-term organic or NPK fertilization. Pi sorption capacity of soil changes with pH
and organic carbon (Regelink et al., 2015), we can thus suppose that the amount of exchangeable Pi from
native soil is actually different in the control soil and in a soil fertilized in the long-term. Our study shows
that the indirect method cannot be used to determine the source of P uptake if soil physical-chemical
properties have changed with long-term fertilization.

3.5. Can the direct method be used to determine P uptake from native soil and from
residual P?

The proportion of P uptake derived from residual P (%Pdfres) was higher in soils with fresh
fertilizer (Treatment +P) than in soils without fresh fertilizer (Treatment @P), whatever the history of
fertilization (Figure 5). Pairs of %Pdfres obtained with fresh fertilizer and without were 67 — 55 %; 59 — 46
%; 78 — 66 %; 73 —60 %; 73 — 57 %; 82 — 60 %; 83 — 73 % (for organic or mixed modalities). By contrast,
the proportion of P uptake derived from native soil P (%Pdfsoit) was lower in soils with fresh fertilizer than
in soil without fresh fertilizer. Gallet et al. (2003) and Oberson et al. (2006) found also higher %Pdfres and
lower %Pdfsoil with the use of direct method with addition of labelled fresh P fertilizer. These results
mean that addition of fresh mineral P increases the proportion of P uptake derived from residual P and
decreased the proportion of P uptake derived from the soil, which seems illogical.

The specific activity (SAy = 3P,/Pp) in plants grown on control soil and in soils with low residual P
was higher with 33Pi fresh fertilization (Treatment +P), than without (Treatment @P); by contrast SA, in
soils with high residual P were equivalent for treatment +P and treatment @P (Figure 8). These results
showed that exchangeable Pi from fresh fertilizer applied (Q) was different in control soil and in soil with
high residual P. This agreed with Morel and Fardeau (1990), showing that fresh fertilizer increases P
uptake of soil P from soils poor in available P but not from soils high in available P. Then, in soil with
residual P it is impossible to distinguish exchangeable Pi from native soil and exchangeable Pi from
residual P. Assumptions for equation 7 are false. These results show the impossibility to compare SA,; in
the control soil and SA, in soil with residual P using the direct method with addition of labeled fresh
fertilizer.

Three isotopes of Pi (3!Pi, 32Pi, 33Pi) are needed to distinguish the origin of P uptake from three pools
(native soil, residual P, fresh fertilizer). Initially, Morel and Fardeau (1989?) used a double labelled
technique: they first labelled the exchangeable Pi from native soil with 32Pi, and then added *Pi labelled
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fresh fertilizer. In this way, native soil exchangeable Pi was labeled before fresh fertilizer addition, and
they found a %Pdfres lower in soil with fresh fertilizer than without. Our results confirmed that only
indirect method can be used to determined P uptake from residual P.

Figure 8 Relationship between specific activity in plant and soil residual P, without fresh fertilization
(Treatment 2P, white points) or with fresh fertilization (Treatment +P, black points).
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4. Conclusion

The aims of this study were i) to determine the relative contribution of residual P pool resulting
from past organic or mineral fertilization and native soil P pool on plant P uptake, ii) to determine the
relative importance of modification of soil pH due to long-term fertilization, compared to the increase of
residual P, on the efficiency of a fresh fertilizer. We used the indirect isotopic method to determine the
source of P uptake in soils with residual P, and we used the direct istopic method to determine the
source of P uptake in soils with residual P and fresh P applied. Our results suggest that phosphorus
uptake derived from soil and from residual phosphorus changes with fertilization history. Phosphorus
uptake derived from fresh fertilizer decreases with soil residual P and soil pH. Nevertheless, our results
suggest that the indirect method cannot be used to determine the source of P uptake if soil physical-
chemical properties have changed with long-term fertilization.
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