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摘要: 应用35对多态性较高的微卫星标记对鲤新品种——松浦红镜鲤(Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp)的保种群体进行了遗传结构研究。结果显示, 在91尾松浦红镜鲤个体中, 共检测到140个等位基因, 每个位点等位基因数3~6个, 平均有效等位基因数为3.042 6; 期望杂合度范围为0.375 0~0.827 4, 均值为0.649 3; 多态信息含量范围为0.396~0.912, 均值为0.586 9; 哈迪−温伯格平衡检验结果表明群体处于不平衡状态; 平均固定系数为(0.026, 说明该群体存在杂合子过剩现象; 瓶颈效应分析表明, 群体已经历了瓶颈效应; 根据连锁不平衡方法计算有效群体大小为31.2。该研究表明松浦红镜鲤遗传多样性较为丰富, 为了在下一步保种工作中避免或降低瓶颈效应, 应加强保护工作, 从而保持其丰富遗传多样性和优良的经济性状。
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松浦红镜鲤(Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp)是以荷包红鲤(Cyprinus carpio var. wuyuanensis)为母本, 以散鳞镜鲤(Cyprinus carpio haematopterus Temm.et Sch.)为父本杂交后分离出来的红色个体为选育基础群, 以生长快、体色橘红、纺锤形、鳞被框形为选育指标, 采取多性状群体选育与分子生物学技术相结合的育种技术, 育成的一个集观赏、食用为一体的鲤新品种。该品种于2011年12月通过全国水产原种和良种审定委员会的审定, 品种登记号: GS01-001-2011。在水产养殖业中, 随着鱼类新品种的不断问世, 如何保持新品种优良经济性状不仅成为育成品种需要解决的重要问题, 也是渔业是否能够稳定快速发展的根本问题, 因此对选育品种的有效管理至关重要。
微卫星标记技术在水产上的应用现已成熟, 目前鲤微卫星标记已经得到大规模的筛选[1−3], 而且在种质资源管理方面得到较为广泛和有效的应用, 如贾智英等[4]、石连玉等[5]分别对松浦鲤和松荷鲤保种群体遗传多样性和遗传结构进行了研究, 表明人工选择压力对保种群体造成较大影响, 但其仍具有较丰富的遗传多样性。李建林等[6]利用微卫星标记分析了建鲤的种质资源, 表明建鲤群体遗传多样性水平较高, 具有较大的选育潜力。而有关松浦红镜鲤保种群体遗传结构方面的研究至今未见相关报道。本研究针对这一情况选取了35个微卫星标记进行松浦红镜鲤遗传结构方面的研究, 分析其遗传多样性参数, 从而为松浦红镜鲤种质资源的可持续发展奠定基础。
1  材料与方法
1.1  材料
松浦红镜鲤91尾, 采自黑龙江水产研究所松浦实验站。样品均剪取鳍条, 放入盛有75%酒精的1.5 mL离心管中, 带回实验室放入(20℃冰箱保存。
1.2  方法
1.2.1  DNA提取和引物来源  采用酚-氯法[7]提取基因组DNA, 经琼脂糖凝胶(胶浓度1%)电泳和紫外分光光度法检测其纯度和浓度, 稀释成50 ng/μL质量浓度作为PCR扩增的模板。微卫星引物查阅相关文献[8−10], 由上海博尚生物技术有限公司合成。
1.2.2  PCR扩增  PCR反应体系25 μL, 模板DNA30~50 ng, 2 ×Es Tag Master Mix12.5 μL(康为世纪生物公司, 产品号CW0690)上、下游引物各1 μL(10 μmol/μL), 用灭菌双蒸水补足体积。反应条件为: 95 ℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 最适退火温度退火30 s, 72℃延伸30 s, 24~30个循环; 72℃延伸5 min, 4℃保存。
1.2.3  电泳及染色  PCR 产物用8.0%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。电泳结束后, 用硝酸银染色后拍照记录电泳结果。电泳图谱利用Gel- pro analyzer4．5软件分析, 结合PCR产物长度及双核苷酸重复确认片段大小并判定基因型。
1.2.4  数据分析  利用PopGene(Version 3.2)[11]软件分别对观测等位基因数(observed number of alleles, A)、有效等位基因数(effective number of alleles, Ae)、等位基因频率(allele frequency)、观测杂合度(observed heterozygosity, Ho)、期望杂合度(expected heterozygosity, He)、连锁不平衡等遗传变异参数进行统计。使用 Genepop version 4.0[12]软件利用 Markov chain 法进行 Hardy-​Wein​berg


平衡检验(P, 哈迪-温伯格平衡检验概率), 并对偏离平衡位点进行杂合过度与缺失分析。应用 NeEstimator version 1.3[13]软件根据基因型连锁不平衡原理进行有效群体大小估算。应用Bottleneck version 1.2.02 软件[14], 分析杂合过剩是否显著。应用 phylip软件[15]进行个体间遗传距离计算, MEGA4.0[16]软件构建个体聚类图。
2  结果与分析
2.1  PCR扩增结果和遗传多样性
实验选取35个微卫星标记(表1)对松浦红镜鲤群体进行扩增, 扩增结果显示, 所有标记均具有特异性, 并且条带清晰, 图1为位点HLJ 711(A)、HLJ1144(B)和MFW7(C)部分电泳结果。群体的遗传变异参数如表1, 经统计分析所有微卫星座位共检测到140个等位基因, 每个标记检测到的等位基因数为3~6个, 平均等位基因数为4; 有效等位基因数为1.594 8~4.570 1, 平均值为3.042 6; 观测杂合度范围为0.395 6~0.857 1, 平均值为0.662 5; 期望杂合度范围0.375 0~0.827 4, 均值0.649 3; 多态信息含量范围为0.396~ 0.912, 均值为0.586 9, 其中中度多态标记(0.25≤PIC≤0.5)7个, 高度多态标记(PIC≥0.5)28个。由图2可见, 等位基因频率在0.027 5~0.769 2, 主要分布于 0.0~0.3, 其分布形态属于非典型“L”形状。

2.2  Hardy-Weinberg 平衡检验以及FIS值
Hardy-Weinberg检验结果表明(表 1) , 20个位点处于不平衡状态(P<0．05), 其中15个位点处
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图1  位点HLJ711(A)、HLJ1144(B)和MFW7(C) 的部分扩增结果
Fig. 1  Partial amplified result of HLJ711(A), HLJ1144(B) and MFW7(C) loci
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图2  松浦红镜鲤等位基因频率分布
Fig. 2  Allele frequency distribution of Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp

于极显著不平衡状态(P<0.01)。在这20个位点中有12个是由杂合子过剩引起的。群体内固定系数为FIS=−0.0260。
2.3 有效群体大小 

用以遗传连锁不平衡为原理的Ne estimator ve​r​s​ion 1.3软件得到的有效群体大小为31.2 (CI95%= 29.5~33.1)。
2.4  瓶颈效应
从整体上来看, 在三种假设(IAM、TPM 和 SMM 的假设)和两种检验(标记检验和 Wilcoxon
表 1  35 个微卫星遗传标记基因位点的统计信息
Tab. 1  The statistical information of 35 microsatellite loci

	位点locus
	等位基因A
	有效等位基因Ae
	观测杂合度Ho
	期望杂合度He
	P
	多态信息含量PIC
	固定系数FIS


	HLJ338
	6
	3.3828
	0.5934
	0.7083
	0.0066
	0.5930
	0.1576

	HLJ360
	3
	2.1031
	0.6264
	0.5274
	0.1382
	0.6260
	0.1942

	HLJ392
	4
	2.6631
	0.7912
	0.6280
	0.0017
	0.7910
	0.2669

	HLJ429
	4
	2.5437
	0.6264
	0.6102
	0.0001
	0.6260
	0.0321

	HLJ517
	4
	2.6786
	0.7802
	0.6301
	0.0218
	0.7800
	0.2450

	HLJ526
	4
	3.7386
	0.8242
	0.7366
	0.1496
	0.8240
	0.1251

	HLJ546
	3
	2.9885
	0.6484
	0.6691
	0.8410
	0.6480
	0.0256

	HLJ711
	4
	3.5856
	0.8022
	0.7251
	0.0004
	0.8020
	0.1125

	HLJ714
	4
	2.3589
	0.6813
	0.5793
	0.0009
	0.6810
	0.1827

	HLJ723
	3
	2.1495
	0.3956
	0.5377
	0.0004
	0.3960
	0.2602

	HLJ740
	4
	3.6114
	0.6923
	0.7271
	0.0614
	0.6920
	0.0426

	HLJ855
	4
	2.9559
	0.7582
	0.6654
	0.0615
	0.7580
	0.1459

	HLJ1093
	3
	2.0920
	0.4835
	0.5249
	0.6945
	0.4840
	0.0737

	HLJ1097
	3
	2.7594
	0.9121
	0.6411
	0.0000
	0.9120
	0.4305

	HLJ1113
	6
	4.5701
	0.8462
	0.7855
	0.0473
	0.8460
	0.0832

	HLJ1115
	5
	3.7361
	0.5165
	0.7364
	0.0000
	0.5160
	0.2947

	HLJ1120
	4
	2.8355
	0.4615
	0.6509
	0.0000
	0.4620
	0.2870

	HLJ1144
	4
	3.1267
	0.6813
	0.6839
	0.0718
	0.6810
	0.0017

	HLJ1164
	3
	2.4424
	0.8571
	0.5938
	0.0000
	0.8570
	0.4514

	HLJ1341
	5
	4.2315
	0.8242
	0.7679
	0.0586
	0.8240
	0.0792

	HLJ1343
	4
	3.0756
	0.7143
	0.6786
	0.0039
	0.7140
	0.0584

	HLJ1419
	5
	3.2128
	0.7582
	0.6926
	0.0131
	0.7580
	0.1009

	HLJ1431
	4
	3.0195
	0.7033
	0.6725
	0.0196
	0.7030
	0.0515

	HLJ1504
	3
	2.5228
	0.5165
	0.6069
	0.0058
	0.5160
	0.1443

	HLJ1515
	4
	2.1269
	0.6044
	0.5328
	0.4836
	0.6040
	0.1407

	HLJ1556
	4
	3.3980
	0.8022
	0.7096
	0.0526
	0.8020
	0.1367

	HLJ1701
	3
	1.5948
	0.3956
	0.3750
	0.5364
	0.3960
	0.0607

	HLJE69
	3
	2.4267
	0.5165
	0.5912
	0.2697
	0.5160
	0.1215

	HLJE104
	3
	2.0292
	0.4615
	0.5100
	0.6216
	0.4620
	0.0900

	HLJE222
	3
	2.7576
	0.4615
	0.6409
	0.0000
	0.4620
	0.2759

	HLJE253
	3
	1.9593
	0.4396
	0.4923
	0.1128
	0.4400
	0.1022

	MFW7
	6
	5.6449
	0.8571
	0.8274
	0.0000
	0.8570
	0.0417

	MFW24
	6
	4.5463
	0.8462
	0.7843
	0.1937
	0.8460
	0.0848

	MFW40
	4
	3.6360
	0.6264
	0.7290
	0.0000
	0.6260
	0.1360

	MFW50
	5
	3.9870
	0.6813
	0.7533
	0.0228
	0.6810
	0.0906

	Average
	4
	3.0426
	0.6625
	0.6493
	
	0.5869
	0.0260


标记秩检验)基础上得到如表 2所示的的结果。即: 松浦红镜鲤在三种假设下均极显著偏离突变漂移模型(P<0.0001), 表现为极显著的杂合过剩。从而说明该品种具有瓶颈效应。

从微卫星位点上来看(表3), IAM假设下, 在21个偏离突变漂移平衡位点中有10个位点极显著偏离(P<0.01); TPM 假设下, 在15个偏离突变-漂移平衡位点中有8个位点极显著偏离(P<0.01) ;  SMM 假设下, 在9个偏离突变漂移平衡位点中有2个位点极显著偏离(P<0.01)。从上述数据可知该品种部分位点已偏离突变漂移平衡。

2.5  个体间遗传距离和个体聚类
个体遗传距离分析表明, 个体之间遗传距离(D) 范围为0.107 1~0.758 1, 平均值为0.487 9, 主要分布于0.4~0.6, 约占80%, 具体见表4所示。个体聚类见图 3, 除个别个体, 大部分都聚在一大支上, 并形成 19个小的分支, 每个小分枝由1~9个个体组成。
3  讨论
3.1  松浦红镜鲤遗传多样性
遗传多样性是生物多样性的核心, 一般情况下, 物种遗传多样性越丰富, 对环境的适应性和生存能力就越强, 反之, 遗传多样性降低可导致其适应能力、生存能力降低最终导致物种退化[15]。因此对于一个新品种为了保持其遗传性状防止其退化而研究其遗传多样性是很有必要的。而等位基因数和杂合度是反映群体遗传多样性的重要指标。其越高, 表明该群体的遗传多样性越高; 反之, 说明群体的遗传一致性越高[17]。松浦红镜鲤是以荷包红鲤为母本和以散鳞镜鲤为父本杂交培育的新品种。目前, 荷包红鲤和散鳞镜鲤的遗传多样性研究均有报道。常玉梅等[18]报道了荷包红鲤平均等位基因为3; 全迎春等[19]报道了散鳞镜鲤的平均有效等位基因数为2.47, 期望杂合度为0.49。本研究得到松浦红镜鲤的Ae和He分别为3.042 6和0.649 3, 略高于其亲本的值。表明在杂交育种和累代繁殖过程中, 松浦红镜鲤遗传了亲本的遗传多样性。此外, 在已经报道的人工育成品种中, 以Ae和He为指标比较得出: 松浦红镜鲤的遗传多样性与松浦镜鲤[20]相近; 高于荷包红鲤抗寒品系[21]; 低于松荷鲤[5]和建鲤[5]。孙莉等[22]统计了15种鲤的He范围为0.338 1~0.806 0, 可见松浦红镜鲤的遗传多样性在鲤中处于中上等水平。因此说明本实验松浦红镜鲤群体具有较为丰富遗传多样性。

3.2  松浦红镜鲤遗传结构分析
瓶颈效应分析对保种群体策略的提出具有重要的影响。因为如果群体经历瓶颈效应, 而没有提出相应的保种策略或者没有及时采取正确的保种措施, 那么所有后代的遗传变异都将包含在这少数的经历过瓶颈事件的个体中, 并从这些个体中遗传下去, 这样就会导致等位基因的丧失, 而群体长期处于瓶颈状态, 则对其遗传多样性会有很大损失, 若长期得不到恢复, 就会因近交衰退造成种质退化, 从而使生产性能下降。杂合子过剩[23]和等位基因频率分布[24]是检验瓶颈效应的两种方法。在等位基因频率分布图中, Luikart 等[25]研究表明, 等位基因频率分布形状与瓶颈效应紧密相关, 当其呈典型“L”形状时, 说明群体处于非瓶颈
表2  松浦红镜鲤品种突变−漂移平衡分析
Tab. 2  Mutation-shift equilibrium analysis of Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp

	检验方法
test method
	杂合过剩 P 值(单尾)

probability for one-tail test (heterozygosity excess)

	
	

	
	IAM
	TPM
	SMM

	标记检验 Sign test
	0.0000**
	0.0000**
	0.0003**

	Wilcoxon标记秩检验 

Wilcoxon signed-rank test
	0.0000**
	0.0000**
	0.0000**


注: *表示差异显著(P<0.05); **表示差异极显著(P<0.01).

Note: * donates significant difference(P<0.05) and * donates extremely significant difference(P<0.01).
表3  松浦红镜鲤35个微卫星位点的瓶颈效应分析
Tab. 3  Bottleneck test by 35 microsatellite loci in Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp

	位点
locus
	期望杂合度He
	IAM假设
IAM hypothesis
	TPM 假设
TPM hypothesis
	SMM 假设
SMM hypothesis

	
	
	期望平均杂合度Heq
	P
	期望平均杂合度Heq
	P
	期望平均杂合度Heq
	P

	HLJ338
	0.7080
	0.5350
	0.1230
	0.6290
	0.2620
	0.7160
	0.3680

	HLJ360
	0.5270
	0.2960
	0.1310
	0.3680
	0.1860
	0.4370
	0.2830

	HLJ392
	0.6280
	0.3910
	0.0950
	0.4800
	0.1950
	0.5760
	0.3800

	HLJ429
	0.6100
	0.3910
	0.1020
	0.4780
	0.2190
	0.5700
	0.4450

	HLJ517
	0.6300
	0.3940
	0.0950
	0.4810
	0.1710
	0.5760
	0.3550

	HLJ526
	0.7370
	0.3920
	0.0020
	0.4700
	0.0050
	0.5780
	0.0110

	HLJ546
	0.6690
	0.2860
	0.0010
	0.3610
	0.0010
	0.4400
	0.0030

	HLJ711
	0.7250
	0.3830
	0.0060
	0.4880
	0.0060
	0.5730
	0.0220

	HLJ714
	0.5790
	0.3880
	0.1480
	0.4870
	0.3150
	0.5710
	0.4620

	HLJ723
	0.5380
	0.2890
	0.1010
	0.3630
	0.1510
	0.4440
	0.2610

	HLJ740
	0.7270
	0.3960
	0.0040
	0.4770
	0.0050
	0.5720
	0.0270

	HLJ855
	0.6650
	0.3860
	0.0320
	0.4840
	0.0780
	0.5750
	0.2000

	HLJ1093
	0.5250
	0.2840
	0.1080
	0.3510
	0.1690
	0.4390
	0.2940

	HLJ1097
	0.6410
	0.2860
	0.0150
	0.3630
	0.0330
	0.4520
	0.0290

	HLJ1113
	0.7860
	0.5270
	0.0080
	0.6300
	0.0200
	0.7150
	0.1320

	HLJ1115
	0.7360
	0.4670
	0.0120
	0.5650
	0.0550
	0.6560
	0.1430

	HLJ1120
	0.6510
	0.3920
	0.0700
	0.4790
	0.1090
	0.5740
	0.2640

	HLJ1144
	0.6840
	0.3960
	0.0230
	0.4750
	0.0400
	0.5690
	0.1100

	HLJ1164
	0.5940
	0.2970
	0.0460
	0.3590
	0.0730
	0.4460
	0.1170

	HLJ1341
	0.7680
	0.4700
	0.0040
	0.5670
	0.0060
	0.6560
	0.0310

	HLJ1343
	0.6790
	0.3860
	0.0210
	0.4810
	0.0510
	0.5680
	0.1270

	HLJ1419
	0.6930
	0.4660
	0.0630
	0.5630
	0.1500
	0.6560
	0.3880

	HLJ1431
	0.6730
	0.3890
	0.0290
	0.4780
	0.0640
	0.5710
	0.1580

	HLJ1504
	0.6070
	0.2900
	0.0390
	0.3480
	0.0500
	0.4390
	0.0890

	HLJ1515
	0.5330
	0.3860
	0.2640
	0.4710
	0.4300
	0.5730
	0.2870

	HLJ1556
	0.7100
	0.3880
	0.0090
	0.4740
	0.0080
	0.5730
	0.0580

	HLJ1701
	0.3750
	0.2920
	0.3710
	0.3560
	0.4830
	0.4480
	0.2490

	HLJE69
	0.5910
	0.2960
	0.0430
	0.3520
	0.0620
	0.4440
	0.1270

	HLJE104
	0.5100
	0.2920
	0.1520
	0.3490
	0.2030
	0.4430
	0.3740

	HLJE222
	0.6410
	0.2950
	0.0240
	0.3680
	0.0240
	0.4450
	0.0450

	HLJE253
	0.4920
	0.2910
	0.2010
	0.3460
	0.2670
	0.4450
	0.4730

	MFW7
	0.8270
	0.5310
	0.0000
	0.6250
	0.0000
	0.7150
	0.0050

	MFW24
	0.7840
	0.5280
	0.0050
	0.6300
	0.0290
	0.7140
	0.1030

	MFW40
	0.7290
	0.3930
	0.0000
	0.4820
	0.0040
	0.5740
	0.0210

	MFW50
	0.7530
	0.4700
	0.0120
	0.5660
	0.0220
	0.6580
	0.0880


效应。而本实验等位基因频率分布在0~0.1的比例小于0.1~0.2, 属于非典型L型图形, 可证明本实验群体经历了瓶颈效应。这与该品种极显著的杂合过剩情况(三种假设条件下检测的结果)是相吻合的。因此, 在下一步的保种工作中应该采取保留足量的群体数量以及减小近交几率和遗传漂变等策略从而避免或者降低瓶颈效应。
在哈迪温伯格平衡检验中, 大部分(57%)位点处于不平衡状态。因为松浦红镜鲤是人工选育的品种, 在选育过程中易受所用亲本数量、选择压力
表4  松浦红镜鲤个体间遗传距离分布比例
Tab. 4  Genetic Distance distribution of Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp

	遗传距离genetic distance
	比例/% percentage

	0.1−0.2
	0.04

	0.2−0.3
	0.22

	0.3−0.4
	11.06

	0.4−0.5
	43.61

	0.5−0.6
	38.87

	0.6−0.7
	5.86

	0.7−0.8
	0.34


以及近交和遗传漂变等作用的影响, 所以出现了大部分位点的偏离, 这与其他学者[4,2324]的研究结果即人工选育品种大部分位点(高于50%)偏离哈迪温伯格平衡是一致的。在群体内FIS可以表明基因型的分布是否平衡。Weir等[25]研究表明: 当FIS=0时为平衡状态; FIS>0 时, 表明杂合子缺失, FIS<0 时, 表明杂合子过剩。本实验结果平均FIS <0, 都表明该群体存在杂合子过剩现象, 这种现象可能是由于人工选择压力所造成的。
[image: image3.png]



图3  松浦红镜鲤个体UPGMA聚类
Fig. 3  Individual UPGMA cluster of Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp

遗传距离是作为在决策保种计划时群体结构最基本的指标[26]。遗传距离较近个体间交配容易造成近亲交配。本实验计算出了个体间的遗传距离主要分布在0.4~0.6(80%), 说明该群体近交几率较低, 根据该群体间遗传距离, 在进一步保种和繁殖工作中应去掉亲缘关系较近的个体, 并尽量将个体间遗传距离较大的个体进行配组, 从而最大限度地避免了近亲交配又保持了群体的丰富遗传多样性。
3.3  有效群体分析
保种群体大小与育成品种的遗传性状息息相关, 如果保种群体过大, 虽保持了群体的遗传多样性, 但会造成资源浪费; 如果保种群体过小, 就会使群体遗传多样性丢失, 进而导致优良性状下降, 因而确定有效群体大小对保种群体至关重要 [27]。England等[28]研究表明: 只有在足量样本数量前提下采用连锁不平衡方法对有效群体大小进行评估的数值才与实际有效群体数值相符, 反之偏低。本研究中计算有效群体数为31.2, 采集样本数为91, 满足其估算条件, 所以此数值能准确代表该品种的有效群体数量。Nei等[29]研究表明, 群体数量为有效群体的4~10倍, 才能保持群体遗传多样性稳定性, 因此124.8~312尾才是保持松浦红镜鲤种质稳定的有效群体数量范围值, 并且在此范围内数量越大种质越稳定。 
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The genetic diversity of a conservation population of Cyprinus carpio var. songpu red mirror carp
LI Shengwen1,2, JIA Zhiying1, BAI Yingying1,2 , LI Chitao1, SHI Lianyu1
1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;
2. College of Fisheries and Life, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: The genetic structure of anew breeding variety of red mirror carp (Cyprinus carpio var. songpu red mirrer carp)was studied using 35 polymorphic microsatellite loci. The study showed that in the 91 sampled individuals, 166 alleles could be detected, the number of alleles at each locus ranged from three to six and the average number of effective alleleswas3.042 6. The expected heterozygosity varied from 0.375 0 to 0.827 4, with an average of 0.6493. The polymorphic information content (PIC) ranged from 0.396 to 0.912, with an average of 0.586 9. The results indicated rich polymorphism information content and large genetic diversity in the population. Hardy-Weinberg equilibrium analysis showed that the population was in disequilibrium mode, which indicated that artificial selection had a great effect on the population. The average fixation index (FIS) was 0.026, which indicated that heterozygote excess existed in the population. Bottleneck analysis illustrated that the population has experienced a bottleneck effect recently. The effective population size was 31.2 as assessed by the linkage disequilibrium method. The study illustrated that this variety has rich genetic diversity. To avoid or reduce the bottlenecks in the next reservation project, protection work should be strengthened to maintain its rich diversity and economic traits.
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