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摘要 作为植物细胞器的重要组成部分和光合作用的器官，叶绿体在生物进化的漫长历史中发挥了重要作用.伴随着生物技
术的深入发展，人们发现叶绿体基因组结构和序列的信息在揭示物种起源、进化演变及其不同物种之间的亲缘关系等方面具

有重要价值．与此同时，比核转化具有明显优势的叶绿体转化技术在遗传改良、生物制剂的生产等方面显示出巨大潜力，而

叶绿体基因组结构和序列分析则是叶绿体转化的基石．基于叶绿体的这些重要作用，收集整理了有关的资料，从几个方面归

纳了本领域最近的研究进展，希望能使读者对迅速发展的叶绿体基因组研究有更全面的了解，以及对叶绿体基因组在物种的

进化、遗传、系统发育关系等方面的作用有更深刻的认识，同时也希望对叶绿体转化技术的研究和广泛应用产生积极作用．
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叶绿体是质体的一种，因为绿色而得名，普遍

存在于陆地植物、藻类和部分原生生物当中，是细

胞内具有自主遗传信息的重要细胞器．由于光合作

用发生在叶绿体内，因而成为推进早期生命进化的

能量源头，全面了解叶绿体基因组及其在生物进化

中的作用，对今后深入研究和充分发挥叶绿体功能

具有重要意义．

近年来，随着分子生物学，尤其是大规模测序

技术的不断发展，对叶绿体基因组的研究日益深

入．从1986年首次获得烟草(Nicotiana tabacum)[1]和

地钱(Marchantia polymorpha)[2]叶绿体基因组的完整

序列以来，叶绿体基因组数据库迅速增加充实．

2005年有45个基因组序列，2006年底已经公布了包
括生物界不同物种的叶绿体基因组数据82组，这其
中包括同一个种的不同亚种，例如水稻种(Oryza
sativa)就有野生稻(Oryza nivara)、粳稻(Oryza sativa
japanica cultivar-group)和籼稻 (Oryza sativa indica
cultivar-group)3个亚种[3～5]．虽为同种，但亚种之间

的叶绿体基因组序列有部分不同，反映了它们之间

在进化方面存在差异．叶绿体基因组数据库的迅速

充实说明本领域的研究正在被逐步重视，同时也为

揭示叶绿体基因组进化理论提供了更具说服力的证

据．叶绿体转化正在成为继核转化之后又一个非常

有效的新技术．与核转基因技术相比，叶绿体转化

具有明显的优势，主要表现在以下几个方面：a.表
达效率高且外源基因可以定位整合；b.可以直接表
达来自原核的功能基因；c.多基因可以同时转化，
提高转化效率；d.没有载体序列、位置效应和多效
性；e.没有核转化中经常出现的基因沉默现象；f.
属于母性遗传，后代材料稳定；g.可有效控制花粉
漂移造成的基因污染，环境安全性高等一系列优

势．研究叶绿体基因组的进化可以更深入地了解不

同植物之间的亲缘关系，叶绿体基因的转录、剪

切、表达规律以及与核基因组之间的信息交流等，

为载体设计、提高转化后同质化效率等提供有利信

息[6]．

本文在前人广泛而深入研究的基础上，搜集整

理了这个领域的最新成果，结合本文作者在这个领

域的研究工作，旨在使大家进一步了解叶绿体基因

组目前的研究现状和今后的发展趋势．鉴于叶绿体

转化技术是外源基因依靠插入特异位点后进行重

组，所以研究叶绿体基因组将为我们今后有效利用
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叶绿体转化起重要作用．

1 叶绿体基因组的结构特征

叶绿体基因组DNA(chloroplast DNA，cpDNA)
一般为双链环状分子，极少数为线状，如伞藻

(Acetabularia)．叶绿体基因组的大小差别也比较
大，如微管植物叶绿体DNA一般为120～160 kb，
其中被子植物 120 kb，裸子植物如银杏 (Jinkgo
biloba) 为 158 kb， 石 松 (Huperzia lucidula) 为
154 kb，蕨类植物为140～150 kb，苔藓类如地钱为
120 kb．藻类尤其是绿藻的叶绿体基因组DNA的变

化很大，小的只有37 kb，如一种寄生性的绿藻
(Helicosporidium sp援ex Simulium jonesii)，而伞藻的
叶绿体基因组则高达2 000 kb[7]．

目前的研究结果表明，叶绿体基因组的结构非

常保守．图1所示为烟草叶绿体基因组结构[1]，双

链环形DNA有4个基本部分组成，分别是大单拷贝
区 (large single copy region，LSC)，小单拷贝区
(small single copy region， SSC)， 反向重复区A
(inverted repeat region A， IRA)和反向重复区 B
(inverted repeat region B, IRB)．2个IR区域的序列相
同，但方向相反．

在漫长的演变进化过程中，这几个部分的结构

顺序保持不变，不同物种叶绿体基因组之间的差异

主要表现在IR区域的长度和方向变化上．在长度变
化上，裸子植物如日本黑松(Pinus thunbergii)的 IR
区间已经萎缩成仅有的495 bp，而一些豆科植物如
豌 豆 (Pisum sativum) 和 剪 叶 苜 蓿 (Medicago

truncatula)的 IR区间甚至已经完全消失了[8]．与此

形成对比的是 IR区域长度的增加，如天竺葵
(Pelargonium hortorum)在进化过程中，IR区段增加
成了76 kb，纤细裸藻(Euglena gracilis)含有 3 个方
向相同的串联重复DNA． IR区域的方向上同样存
在变化，紫红紫菜(Porphyra purpurea)中的 IR为同

Fig. 1 Gene map of tobacco chloroplast genome [1]

图 1 烟草的叶绿体基因组图谱[1]

内圈显示了基因组的4个主要组成部分；外部表示不同的基因．
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向重复，而条斑紫菜(Porphyra yezoensis)则为反向
重复．由于在某些藻类中发现了退化的疑似IR结
构，由此推测，一些含有多个重复IR序列的低等生
物，一部分物种在进化过程中逐步丢失了IR区段．
人们原来认为IR重复序列是古生物叶绿体基因组的
一个十分明显的结构特征，但是研究结果表明，有

些物种不具备这个结构特征，其生长状态也很好，

没有受到任何可见的影响，说明IR区段不是叶绿体
功能的必需部分，或者说此区段起码不一定总是必

需的，可能在进化过程中得失过多次[9]．

叶绿体基因组中含有大量的功能基因，可分成

3类，即和光合作用有关基因，和基因表达本身有
关的基因和其他生物合成有关的基因．从IR区域分
布的基因种类上说，此区段主要分布着编码rRNA
的基因(rps)，包括编码16 S和23 S，中间被编码
4.5 S和5 S 2个tRNA的基因(trn)分开，还有些基因
的功能未知(ycf基因) [10]．在利用叶绿体作为遗传转

化的载体时，一旦外源基因插入到此区域，叶绿体

本身就会在对应的重复区域内自动调整拷贝数，可

以提高表达效率．

在LSC和SSC区域分布的主要是与光系统玉
(psa)、光系统域(psb)有关的基因，此外还包括编码
Rubisco大亚基(rbcL)和小亚基的基因(rbcS)、tRNA
的基因(trn)、ATP酶基因(atp)、NADH质体醌氧化
还原酶基因(ndh)和RNA聚合酶基因(rpo)等．不同
物种叶绿体所包含的基因数量和种类会有较大的变

化，例如编码Rubisco小亚基和藻红、藻蓝蛋白的
基因是藻类所特有的基因，其中与光合作用、特异

蛋白质等相关的基因具有潜在的基础研究和生产应

用价值，尤其值得关注[10]．

2 叶绿体基因组的进化

2.1 起源研究

关于叶绿体的起源，目前大家普遍认可的是

“内共生”理论(endosymbiotic theory) [11] ，即叶绿

体来源于原始的古细菌蓝藻(cyanobacerium)．在这
次事件中，具备光合能力的蓝藻首先被没有光合能

力的单细胞真核原生生物吞噬，进一步被控制，最

终形成相互依赖关系，逐步演化成后面3个主要种
群，即绿藻(green algae)、红藻 (red algae)和褐藻
(glaucophyte algae)，其中部分藻类还进行了第 2次
共生，第3次共生，甚至第4次共生．这3个种群之
间的关系还不是十分清晰，但褐藻一个明显的特征

是其叶绿体结构中二层胞膜之间还保留来自祖先蓝

藻的肽聚糖壁的遗迹，而另外2个种群则没有保留
下来．通过分析一种褐藻(Cyanophora paradoxa)叶
绿体编码的蛋白质序列，发现这种褐藻比绿藻和红

藻的分化时间要早．最古老的真核生物种群化石证

明，红藻的首次出现大约是在一亿二千万年前，支

持此学说的证据还包括发现了一种光合细胞器蓝小

体，结构类似蓝藻，DNA和叶绿体相似，是介于
二者之间的一种过渡结构．除此之外，叶绿体细胞

分裂的机制还部分类似于其原核生物的祖先[12]．

2.2 基因的转移和丢失

在不同的共生事件中，大量共生体基因转移到

寄主细胞的核基因组中，这个过程发生的时间跨度

上千万年，而且系统发生学研究证明这个过程仍然

在继续进行当中．实际上，我们经常可以在植物的

核基因组里发现叶绿体基因的片段，如在烟草、水

稻等植物中都发现了基因转移的证据[13～15]，而拟南

芥(Arabidopsis thaliana)核基因组序列则揭示了高达
18%的基因是祖先蓝藻通过内共生途径转移到核里
的[16]．

在基因转移的同时，也有很多基因发生了丢

失，如被子植物里的accD, ycf1, ycf2, rpl23, rpl22,
infA, rps16, ycf4等基因都部分或者全部从豆科植物
中的叶绿体基因组丢失了，有的基因 (如infA ) 的
丢失甚至还发生了多次[17]．有些转移并整合到核基

因组的基因，如rpl22和rpoA，其编码的蛋白质以转
移肽的方式从核内运输到叶绿体中执行功能[18, 19]，

而菠菜(Spinacia oleracea)中一个假基因rpl23的功能
则被核内的基因所替代 [20]．FtsZ基因是几种 fts
(Filamentous temperature-sensitive)蛋白中的一种，
在细胞分裂当中起关键作用，它是定位在原核细胞

叶绿体当中的，但后来在拟南芥核基因组中发现了

相同序列[21]，不但说明其起源于叶绿体基因组，而

且也证实了基因从叶绿体当中向核基因组的转移．

叶绿体基因除了向核基因组转移外，还可以向

线粒体中转移，但似乎这种转移仅在高等植物中出

现，而在苔藓、绿藻和红藻中没有发现．转移到线

粒体中的基因往往变成没有功能的假基因，只有在

极少数情况下会整合到线粒体基因组中并发挥作

用，例如玉米 (Zea mays)中的trnM基因就从叶绿体
中插入到线粒体基因组中并大量表达[7]．

尽管知道基因转移在高等植物中经常发生，但

对其究竟如何转移，又如何整合到核基因组中的内

在机理却知之甚少，仅知道染色体断裂、DNA的
修复功能在其中起一定作用[22]．
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3 研究方法

1909年，Correns和Baur分别独立地从紫茉莉
(Mirabilis jalapa) 和 马蹄 纹天 竺 葵 (Pelargonium
zonale)的叶色遗传中发现非孟德尔现象，之后在光
学显微镜下发现叶绿体中存在DNA，在电子显微
镜下看到了DNA纤丝，并发现有从单体到四体等
多种存在形式[7]．

利用叶绿体基因组研究不同物种之间的关系主

要有3种方法[23] ．第一种是酶切．1998年以前此方
法广泛应用．通过酶切片段大小的比较了解不同物

种叶绿体基因组序列之间的变化．1979年
Scowcroft [24]以9种不同群体的烟草为材料，仅用
EcoR玉一种酶切，发现了酶切图谱的变化并据此
得到一个简单的关系图．1980年，Vedel等[25]利用4
种麦类作物为材料，4种酶切，研究叶绿体和线粒
体之间的进化关系，发现叶绿体基因组酶切的多态

性要远小于线粒体基因组．1982年Palmer等[12]用12
个番茄属 (Lycopersicon)品种和 3 个近缘茄科
(Solanaceae)品种作为材料进行分析，在 25种内切
酶酶切后的凝胶电泳图谱中，调查的484个酶切位
点中仅检测到39个位点的突变．第二种方法是研究
结构重组．利用分子杂交和PCR的方法对大量的叶
绿体基因组发生重组的位点附近进行比较，检测结

构的变化如基因、内含子的倒位丢失、IR区域的膨
胀与收缩等．菊科中许多原来互相矛盾的关系通过

此方法得到了理顺和纠正[26]．第三种方法是测序．

1986年烟草[1]和地钱[2]叶绿体基因组序列的发表使

人们第一次有机会从碱基水平上对不同基因组之间

进行比较，在研究方法上有了实质性的突破．第一

种方法由于分析的局限性而逐步淘汰，后二种方法

还将继续应用．在DNA序列的差异非常多的时候，
用分析结构的方法尤为重要，遗憾的是这种可以被

利用的结构差异比较少[23]．

不同物种之间基因组的比较和重复分析可以提

供丰富的信息．首先，可以用Dogma 程序来进行
基因鉴定，然后利用如MultiPipmaker等多种软件工
具来比较基因组序列．通过比较，可以了解基因组

成、基因顺序、序列的相似性、重复序列等一系列

信息．重复序列是叶绿体基因组序列中重要的组成

部分，根据重复序列的特征可以将不同物种的基因

组进行分组并详细分析，此工作可以利用软件工具

如REPuter未完成．

4 重要作物叶绿体基因组的研究及其进化

关系比较

在目前已经得到的82组不同物种叶绿体基因组
的序列中，被子植物共占46组，其中双子叶植物37
组和单子叶植物9组，裸子植物3组，其他包括苔藓
类、藻类等低等原生生物共33组．基因数量最多的
是条斑紫菜，为264个；最少的是一种寄生性绿藻
(Helicosporidium sp援ex Simulium jonesii)， 为 54
个．科学家在新喀里多尼亚岛(New Caledonia)上发
现一种常绿灌木(Amborella trichopoda)，被认为是
最古老被子植物惟一现存的代表，可能代表裸子植

物和被子植物之间分化刚开始时关键的中间状态，

其叶绿体序列已公布，共有133个基因，其中编码
蛋白质的基因有86个[27]．

重要作物叶绿体基因组的研究非常重要．目

前，许多作物如水稻、小麦(Triticum aestivum)、玉
米、大豆(Glycine max)等的叶绿体基因组序列已测
定[27]．同时，新的序列不断出现，本研究小组关于

大麦(Hordeum vulgare)、高粱(Soughum bicolor)和草
坪草(Agrostis stolonifera)叶绿体基因组序列的研究
论文前不久刚发表[28]．这几种作物叶绿体基因组序

列的特征上，其A+T含量基本一致，水稻为61.1%，
小麦为61.7%，玉米为61.5%，大麦为 61.9%，高粱
为 61.5%，草坪草为61.55% ．大豆叶绿体基因组
的序列特征和其他被子植物差别较大，A+T含量比
较高，为66%，而且在LSC区域的rbcL基因和rps16
基因之间有一个约51kb的序列倒置片段[8]，这个现

象在其他豆科植物如百脉根(Lotus japonicus)和苜蓿
也同样存在．通过比较水稻、小麦和玉米的叶绿体

基因组，发现了一些容易产生突变的热点区域，而

且串联的tRNA区域和其下游的rbcL表现出种属特
异性，IR区域里面开放阅读框的删除方式和IR与
SSR的边界特征表明，水稻和小麦之间的亲缘关系
比玉米更密切[28]．一般的研究只用一个叶绿体基因

组的基因研究禾本科的进化关系，很难明确其关

系，而Matsuoka等用106个基因进行研究，用烟草
作为参照，通过对水稻、小麦和玉米叶绿体基因组

的比较，发现86.8%的基因进化速率一致，相对其
他基因，RNA基因的进化高度保守，同时也得出
明确结论，支持水稻(竹亚科)和小麦(早熟禾亚科)
之间的关系更加紧密的论点，说明玉米(黍亚科)在
草本植物进化的早期就和水稻、小麦开始分化了．
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Wolfe等利用叶绿体基因组的DNA序列分析结果估
计，单子叶和双子叶植物最初分化发生在约2亿年
前，而分析细胞核中编码rRNA大小亚基的基因序
列得到了相似的结论[10]．

2004年，通过比较野生稻与栽培稻的叶绿体基
因组，揭示了二者之间的差别，野生稻整个叶绿体

基因组有57个插入，61个删除和159个碱基的置
换．在置换当中，颠换(transversion)的频率要比转
换(transition)的频率高得多．插入和删除多发生在
IR区域的编码区，而此区域则很少发生置换 [3]．

Tang等[5]通过比较典型籼稻和粳稻的叶绿体基因组

序列，认为二者叶绿体基因组的分化时间大约发生

在8.6万年到20万年前之间．
玉米叶绿体基因组序列的研究表明，在IR区域

内，编码蛋白质基因的核酸替换比率显著减少，预

示着IR区域的存在可能会增加这个区间内基因的遗
传稳定性[7,10]．

5 叶绿体遗传转化的方法和进展

叶绿体基因组有大量的拷贝数，每个基因在植

物叶绿体中的拷贝数可达1万个，而在IR区域的基
因则加倍，表达的目的蛋白占可溶性蛋白的比例可

以高达46.1%[6, 29]，所以它非常适合遗传转化．首次

叶绿体 转化 成功的 是一 种单细 胞的 绿 藻

(Chlamydomonas reinhardtii)，此后，烟草的叶绿体

转化体系得以建立并成为迄今为止应用最广泛的模

式植物．到目前为止，在烟草上表达的基因数量比

其他植物中表达基因的总和还多，而且作为生物反

应器，其生产成本不到大肠杆菌发酵系统生产成本

的2%[6, 29]．由于烟草既不属于食物也不是饲料，所

以如果在它开花之前收获叶子，加上属于母性遗

传，几乎可以完全杜绝基因污染的问题[30]．最近在

美国国家科学院学报 (PNAS)上发表的2篇文章也证
明了这一点[31, 32]．

作为转基因研究的新手段，叶绿体转化技术迅

速发展．此技术有几个基本步骤，包括选择合适的

外植体、选择载体插入位点、载体构建、基因枪转

化 (也可采用PEG方法)、筛选、再生及转化后代的
鉴定与分析．图2简要显示了该技术的几个关键步
骤[29]．由于该技术是靠定点插入方式使外源基因整

合到叶绿体基因组内，所以选择插入位点很重要．

在载体构建过程中，可以插入一个或多个目的基

因．筛选基因可以用抗生素，也可以用非抗生素如

甜菜碱醛等，筛选后再生，最后得到转化植株．图

2下方以植物二倍体细胞为例，直观地说明了筛选
后可能出现杂合及纯合的转化后代．为了得到期望

的纯合后代，优化选择压力和进行2次筛选都是必
要的．得到转化植株后，可以用PCR和DNA杂交等
方法进行鉴定．

Fig. 2 Schematic drawing of chloroplast transformation [29]

图2 叶绿体转化方法示意图 [29]
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叶绿体转基因研究中，转化效率是非常重要的

因素．转化烟草的“通用载体”在土豆和番茄上虽

然也成功了，但是转化效率非常低，主要是同源序

列的问题，因为在叶绿体转化体系中，重组序列完

全相同才能获得理想的转化效率．实际上，叶绿体

序列未知也是限制重要农作物利用这个技术的重要

原因，尽管有200种非作物的叶绿体序列已知或者
正在测序中，但目前已知的农作物序列还很有

限[10,23]．和许多转化成功的双子叶植物相比，单子

叶植物的转化比较困难，需要了解更多的关于体细

胞胚胎发生、筛选条件、影响同质化的因素等信

息，但最近，在水稻的叶绿体转化方面有了突破，

尽管没有得到完全同质化的转化材料，但外源基因

能够表达并可以传递给后代[33]．

关于叶绿体转化的优势，前面已经叙述，但值

得强调的是其在生物安全方面的巨大优越性．传统

的核转化材料，通过花粉漂移可能存在潜在风险．

叶绿体转化是母性遗传，理论上不可能通过花粉传

播，但一直缺乏系统的实验证明，最新的研究给这

个观点提供了有力的支持．Ruf等[32]研究表明，用

叶绿体转化材料为父本提供花粉，用雄性不育系作

为母本，理论上杂交后代不应该含有父本叶绿体的

基因，但是通过后代大量筛选，发现有极低水平的

父本基因泄露，其中基因进入到F1后代子叶中的频
率是1.58伊10－5，而进入到顶端分生组织的频率是

2.86伊10－6．另外一个实验也是用烟草，发现通过父

本传递的频率是9伊10－5，而且发现叶绿体基因组通

过花粉管传递的是整个基因组，而不是片段，更重

要的是线粒体中的基因也可以通过花粉管传递到后

代中[30, 31]．

通过这2个研究，我们知道，叶绿体转化不是
绝对的安全，但因为外源基因通过叶绿体转化体系

漂移的频率极低，我们没有必要担心其可能造成的

污染．近期欧盟公布的非转基因产品中，含0.9%
或低于这个标准的转基因产品污染不用标记就可以

上市．按照这个标准，叶绿体转化中父本的泄露机

会要低很多个数量级，况且在田间条件下，没有了

选择压力，叶绿体转化通过花粉漂移污染的机会将

更低[30～32]．

在叶绿体中表达某些产物具有核表达没有的优

势，例如霍乱毒素B亚基可以作为疫苗抗原和黏膜
载体来输送蛋白质，核转基因植株表达后，生长受

到严重抑制，但叶绿体转化的植株，尽管表达量高

出500～4000倍，但表现型不见任何异常[34]．

到目前为止，利用叶绿体转化技术已经取得了

重大进展，在农艺性状 (抗病虫、抗盐耐旱、抗除
草剂、雄性不育等)，生物制剂(生长素、干扰素、
血清蛋白、胰岛素等)，疫苗生产(霍乱、狂犬病、
炭疽病、破伤风、阿米巴等)等方面都有了成功的
经验．转化的植物种类除了常用的烟草外，扩大到

了棉花、胡萝卜、生菜、番茄、土豆等多种植物．

关于这方面的进展，最近有详细的综述[6,34]．

6 存在问题和未来展望

虽然叶绿体基因组的序列以快速增长的方式出

现，但是考虑到其庞大的数量，目前数据库中只是

其中很小的一部分，有待于今后更多的信息公布．

更重要的是，和生产息息相关的主要农作物的叶绿

体基因组信息还很有限，需要进一步加强．确认叶

绿体基因组中合适的重组整合位点，克服主要农作

物叶绿体转化进展缓慢的矛盾[6]，是目前亟待需要

解决的关键问题．

作为生物改良的有效手段，叶绿体遗传转化为

今后的作物产量、抗性、品质改良、生物反应器、

生物制药等众多领域开创了新机会，尤其是在生物

安全方面的优势，将很快成为今后生物技术领域的

主导力量．尽管最新的研究表明，外源基因可以通

过花粉途径“泄露”出来，但极低的几率可以使污

染的风险从根本上得到解决，消除公众的心理影

响．另外，利用叶绿体转化的高效率表达，可以极

大地降低疫苗和生物制剂的生产成本，可以让大多

数人都有机会享受最新的科技成果．例如，用烟草

叶绿体转化生产炭疽病疫苗，一英亩转化烟草可收

获40公吨的叶片，即使在纯化过程中损失50%，仍
可得到3.6亿单位的剂量，而且具有完全活性[34]．

作为光合作用的中心，叶绿体基因组的研究对

揭示植物光合作用的机制和代谢调控具有重要意

义，同时，叶绿体中的大量蛋白质来自于细胞核基

因组，它本身只是一个半自主的细胞器，对叶绿体

基因组的深入研究有助于理解细胞核基因组与叶绿

体基因组之间的相互调节作用．利用不同物种光系

统之间的差别，通过转化提高作物的光能吸收和转

化效率，进一步提高作物产量，这些领域都为叶绿

体基因组研究创造了更大的拓展空间．
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Progress in Chloroplast Genome Analysis*
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Abstract Being organelles present in higher plants and algae, and containing the entire machinery for the process
of photosynthesis and their own genetic system, chloroplasts have played important roles in plant evolution. With
the help of molecular approaches, the structure and sequences of chloroplast genomes have been studied to a large
extent. The valuable chloroplast genomic information has been utilized in investigating plant evolution, diversity
and phylogenetic relationships between different species. At the same time, chloroplast genome sequences are the
essential information paving the road for successful chloroplast genetic engineering, which has shown considerable
advantages compared with nuclear transformation and demonstrated its great potential in genetic improvement and
the production of biopharmaceuticals. The latest developments in chloroplast genome analysis are reviewed,
providing readers with insight into the fast growing field and facilitating a comprehensive understanding of the
evolution, genetics and phylogenetic relationships among plants. It is also hoped to promote the further
development of chloroplast technology and the commercial application of chloroplast transformation.
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