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Abstract: Fruit color is one of the most critical characteristics of pepper. In this study, pepper (Cap‐

sicum baccatum L.) fruits with four trans‐coloring periods were used as experimental materials to 

explore the color conversion mechanism of pepper fruit. By transcriptome and metabolome analy‐

sis, we identified a total of 307 flavonoid metabolites, 68 carotenoid metabolites, 29 DEGs associated 

with  flavonoid biosynthesis, and 30 DEGs related  to carotenoid biosynthesis. Through WGCNA 

(weighted gene co‐expression network analysis) analysis, positively correlated modules with flavo‐

noids and carotenoids were  identified, and hub genes associated with  flavonoid and carotenoid 

synthesis and  transport were anticipated. We  identified Pinobanksin, Naringenin Chalcone, and 

Naringenin as key metabolites in the flavonoid biosynthetic pathway catalyzed by the key genes 

chalcone  synthase  (CHS CQW23_29123, CQW23_29380, CQW23_12748),  cinnamic  acid  4‐hydroxylase 

(C4H CQW23_16085, CQW23_16084), cytochrome P450 (CYP450 CQW23_19845, CQW23_24900). In 

addition, phytoene synthase (PSY CQW23_09483), phytoene dehydrogenase (PDS CQW23_11317), zeta‐

carotene desaturase (ZDS CQW23_19986), lycopene beta cyclase (LYC CQW23_09027), zeaxanthin epoxi‐

dase (ZEP CQW23_05387), 9‐cis‐epoxycarotenoid dioxygenase (NCED CQW23_17736), capsanthin/capso‐

rubin synthase (CCS CQW23_30321) are key genes in the carotenoid biosynthetic pathway, catalyzing 

the synthesis of key metabolites such as Phytoene, Lycopene, β‐carotene and ε‐carotene. We also 

found that transcription factor families such as p450 and NBARC could play important roles in the 

biosynthesis of flavonoids and carotenoids in pepper fruits. These results provide new insights into 

the interaction mechanisms of genes and metabolites involved in the biosynthesis of flavonoids and 

carotenoids in pepper fruit leading to color changes in pepper fruit. 
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1. Introduction 

The  fruit color  is the most  important quality trait of pepper because the pigments 

that impart color are associated with fruit nutrition, health, and flavor [1]. Therefore, pep‐

per  fruit color has  long been of great  interest  to breeders and consumers  [2]. Capsicum 

fruits can show a range of colors from white to deep red [3]. It has been reported that the 

fruit color of chili pepper is determined by the relative content of pigment substances such 

as chlorophylls, carotenoids, and flavonoids in the fruit of chili pepper [4]. 

Carotenoids are both specialized and primary metabolites, and their accumulation is 

complexly regulated  throughout  the plant  life cycle  in  response  to developmental and 

environmental signals [5]. Carotenoids are synthesized in plants via the mevalonate path‐

way in the cytoplasm and the Mevalonate pathway (MEP) pathway in the plastid [6]. Its 

biosynthesis begins with  isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl diphosphate 

(DMAPP). Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) adds three IPP molecules to 
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DMAPP to generate Geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) [5,7]. Flavonoids are struc‐

turally diverse, and more  than 8000  flavonoids have been  isolated and  identified  from 

plants, including chalcones, chrysanthones, flavanones, flavones, isoflavones, dihydrofla‐

vonols, flavonols, colorless anthocyanins, anthocyanidins and proanthocyanidins [2,8]. In 

plants, flavonoids are synthesized by the deamination of phenylalanine in the phenylpro‐

pane pathway [9]. Phenylalanine is converted to cinnamic acid catalyzed by phenylala‐

nine deaminase  (PAL), and cinnamic acid CoA‐ester and malonyl‐CoA are  reduced  to 

naringin and chalcone catalyzed by chalcone synthase (CHS), which is then isomerized to 

flavanone  by  chalcone  flavanone  isomerase  (CHI)  [10].  Flavanone  2‐hydroxylase 

(ZmF2H1) converts flavanones to the corresponding 2‐hydroxyflavones [11], Hydroxy fla‐

vone intermediates dehydrated into flavonoids [12], Naringenin is catalyzed by different 

enzymes to form different types of flavonoids [13]. 

In higher plants, the biosynthesis of carotenoids and flavonoids is not only regulated 

by related genes but also involves many transcription factors. Many transcription factors 

(TFs) have been shown to affect carotenoid accumulation by regulating fruit ripening, eth‐

ylene  biosynthesis,  photomorphogenesis,  and  other  processes  [14].  In  tomato,  several 

transcription factors such as MYB, CNR, RIN, TAGL1, and SGR are involved in regulating 

ripening and thus carotenoid accumulation in the fruit [15]. 

In  this study, differentially expressed genes  involved  in carotenoid and  flavonoid 

metabolic pathways were analyzed by comparative transcriptomics. The hub genes and 

transcription  factors associated with  carotenoids  and  flavonoids were  identified using 

Weighted gene co‐expression network analysis (WGCNA). We also used the combined 

metabolomic and transcriptomic analysis to explore the interactions between related metab‐

olites and genes in the process of pepper color change. The results of this study provide 

essential data on the metabolic pathways of carotenoids and flavonoids regulating the reg‐

ulatory mechanism of pepper fruit color change from the initial white to the final red stage. 

2. Results 

2.1. Physiological Index Analysis 

Carotenoids, flavonoids and chlorophylls, as important pigments in plants, play cru‐

cial roles in the formation of pigments in pepper fruits. We determined the carotenoid, 

flavonoid, and chlorophyll contents in the fruits of HNUCB0081 at four developmental 

stages (Figure 1). Carotenoid, flavonoid, and chlorophyll contents were significantly dif‐

ferent within pepper fruits at four periods. The carotenoid and flavonoid content were the 

lowest in the white fruit and highest in the yellow fruit (Figure 1). Chlorophyll content 

were highest in the white fruit and lowest in the red fruit, with a decreasing trend (Figure 

1). Interestingly, we found higher content of flavonoids and carotenoids within the pepper 

fruit and their levels varied during the different growth periods, so we followed up with 

a focused analysis of flavonoids and carotenoids. 
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Figure 1. Plant, fruit and physiological index contents of pepper HNUCB0081. (A–C) Total carote‐

noids, chlorophylls and flavonoids in fruits of pepper at four periods; (D) plants; (E) fruits at differ‐

ent developmental periods (W: CbW, Y: CbY, O: CbO, R: CbR). 

2.2. Metabolome Analysis 

To further confirm the metabolite changes in pepper fruits during the color change 

process, the carotenoid and flavonoid metabolomics assay was carried out using UPLC‐

ESI‐MS/MS on 4 periods of pepper HNUCB0081. 
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We detected 307 flavonoid metabolites in 12 samples, including 118 flavonols, 89 fla‐

vones, 40 dihydroflavones, 17 chalcones, 14 flavanols, 10 isoflavones, 10 dihydroflavonols, 

6 ellagitannins, 2 proanthocyanidins and 1 other flavonoid (Supplementary Table S1). In 

the thermogram, the metabolites in CbW, CbY, CbO and CbR showed similar accumula‐

tion trends (Supplementary Figure S1). The metabolites luteolin‐7‐O‐(6″‐malonyl) gluco‐

side, 4,4′‐dihydroxy‐2,6‐dimethoxydihydrochalcone, and Castanoside A  [Kaempferol‐3‐

O‐(6″‐p‐coumaroyl) mannoside], etc. accumulated significantly during the white fruit pe‐

riod; the metabolites Isorhamnetin, 3′‐Methoxy‐3,4′,5,7‐Tetrahydroxyflavone, Quercetin‐

3‐O‐rutinoside‐7‐O‐rhamnoside,  and  5,7,3′,4′,5′‐Pentahydroxydihydro  flavone  accumu‐

lated significantly during the yellow fruit period; the metabolites Naringenin (5,7,4′‐Tri‐

hydroxyflavanone), Naringenin  chalcone,  and Butin,  7,3′,4′‐Trihydroxyflavanone  accu‐

mulated significantly during the orange fruit period; the metabolites Quercetin‐3‐O‐[2″‐

O‐(6″′‐p‐coumaroyl) glucosy1] rhamnoside, Quercetin‐3‐O‐rutinoside‐7‐O‐glucoside, and 

Sachaloside IV accumulated significantly during the red fruit period. 

In the 3 adjacent comparative combinations of CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐

vs‐CbR, there were 148, 84 and 122 differential metabolites with a unique number of dif‐

ferential metabolites of 61, 11 and 48, respectively, 26 differential metabolites were present 

in all three comparative combinations (Figure 2A). Among them, 61 and 87 differential me‐

tabolites were upregulated and downregulated in CbW‐vs‐CbY, 77 and 7 differential me‐

tabolites were upregulated and downregulated in CbY‐vs‐CbO, 16 and 106 differential me‐

tabolites were upregulated and downregulated in CbO‐vs‐CbR, respectively (Figure 2C). 

 

Figure 2. Metabolite analysis in CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR. (A) Total number of 

flavonoid metabolites; (B) total number of carotenoid metabolites; (C,D) number of up‐ and down‐

regulated metabolites of flavonoids and carotenoids. 
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We detected a total of 68 carotenoid metabolites in 12 samples, including 7 carote‐

noids (β‐carotene, hexahydro lycopene, lycopene, α‐carotene, γ‐carotene, ε‐carotene, and 

octahydro lycopene) and 61 lutein (carotenoids, violet xanthin, capsaicin, and among oth‐

ers) (Supplementary Table S2). We used hierarchical cluster analysis to classify the accu‐

mulation and variation models of carotenoid metabolites in fruit samples from four peri‐

ods of pepper (Supplementary Figure S2). In the thermogram, the metabolites in CbW, 

CbY, CbO and CbR showed similar accumulation trends. Among them, lutein palmitate, 

lutein, lutein dimyristate, and neoxanthin accumulated significantly in the white fruit pe‐

riod; violaxanthin myristate accumulated significantly in the yellow fruit period; Metab‐

olites such as rubixanthin palmitate, β‐cryptoxanthin palmitate and zeaxanthin were sig‐

nificantly expressed in the orange fruit period. Metabolites such as anthaxanthin, ε‐caro‐

tene and β‐citraurin were significantly expressed in the red fruit period. β‐cryptoxanthin 

laurate,  violaxanthin‐myristate‐laurate  and  violaxanthin‐myristate‐caprate  were  more 

significantly expressed in orange and red fruits. The carotenoid content was 32, 35 and 16 

in  the three adjacent combinations of CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐vs‐CbR, re‐

spectively, and seven of the differential metabolites (5,6 epoxylated luteolin‐haemate‐pal‐

mitate, β‐citrulline, and zeaxanthin, among others) were present in all three combinations. 

There were five, five, and two differential metabolites specific to each of CbW‐vs‐CbY, 

CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR, respectively (Figure 2B). Among them, there were 26 and 

6 up‐ and down‐regulated differential metabolites in CbW‐vs‐CbY, respectively; 33 and 2 

up‐ and down‐regulated differential metabolites in CbY‐vs‐CbO, respectively; 7 up‐ and 

9 down‐regulated differential metabolites in CbO‐vs‐CbR. (Figure 2D). 

2.3. Differential Metabolite Enrichment Analysis 

Three  comparative  combinations of  flavonoid differential metabolites of CbW‐vs‐

CbY,  CbY‐vs‐CbO,  and  CbO‐vs‐CbR  were  co‐enriched  to  five  pathways  (ko00944, 

ko00944, ko00943, ko01100 and ko01110) (Figure 3A–C). Among the first 20 metabolites 

of the CbW‐vs‐CbY combination, 6 major metabolite classes were included: flavonols (10), 

chalcones (2), flavanonols (2), flavanols (1), fsoflavones (1) and flavonoids (4). The top 20 

metabolites  in the CbY‐vs‐CbO combination contained 4 major metabolite classes, with 

the most flavonols (9) and flavones metabolites (9), followed by flavanones (1) and fla‐

vanols (1). The top 20 metabolites of the CbO‐vs‐CbR combination contained 6 major me‐

tabolite classes, of which 11 metabolites belonged to flavonols and 4 metabolites to fla‐

vones (Supplementary Tables S3–S5). 
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Figure 3. Metabolite analysis. (A–C) Differential metabolite enrichment pathways of flavonoids in 

CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐vs‐CbR.; (D–F) Differential metabolite enrichment pathways 

for carotenoids  in CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐vs‐CbR. Note: The horizontal coordinate 

indicates  the corresponding  rich  factor  for each pathway,  the vertical coordinate  is  the pathway 

name, and the color of the dots is p‐Value, with more red indicating more significant enrichment. 

The size of the dots represents the number of differential metabolites enriched. 

Carotenoid differential metabolites  in  the  three comparison groups, CbW‐vs‐CbY, 

CbY‐vs‐CbO,  and  CbO‐vs‐CbR,  were  enriched  to  four  pathways,  ko00906,  ko01100, 

ko01110 and ko01240, with  the highest number of metabolites enriched  in  the ko00906 

pathway (Figure 3D,F). Notably, seven metabolites were present in all three comparative 

combinations,  including  β‐carotene,  5,  6‐epoxylated  luteolin‐palmitate  and  β‐citrulline 

(Supplementary Table S6–S8). 

2.4. Transcriptome Results Analysis 

To investigate the molecular mechanisms involved in controlling the transformation 

of metabolites within pepper fruits, thus leading to the color change of pepper fruits, we 

sequenced the transcriptome of fruits from four periods of pepper HNUCB0081. 
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After  removing  the  adapter  and  low‐quality  sequences,  each  library  received 

39,171,874–42,718,356  clean  reads  (Supplementary  Table  S9).  These  clean  reads were 

mapped  to  the reference genome with matches ranging  from 70.96–96.34% and overall 

sequencing error rates of 2–3% for both data, with Q20 reads ranging from 97.98–98.68% 

and Q30 reads ranging from 93.74–95.67%, all with GC content above 40% (Supplemen‐

tary Table S9). 

A total of 33,056 DEGs were identified by differential expression analysis between 14 

periods of the  fruit of pepper HNUCB008, with  the number of differentially expressed 

genes (DEGs) ranging from 1727 to 9272 between sample groups (Supplementary Figure 

S3C). The principal component analysis (PCA) results showed that fruit samples from dif‐

ferent periods could be clearly distinguished on PCA, and different metabolites could be 

distinguished on PC2 composition. The heat map showed a relatively high correlation 

between biological replicates of the same group of samples, indicating better replication 

within the selected sample groups (Supplementary Figure S3E). 

In 3  comparative  combinations of CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR at 

three  adjacent  developmental  periods,  5285  (3366  up‐regulated  and  1919  down‐regu‐

lated), 5393 (2809 up‐regulated and 2584 up‐regulated) and 1727 (1147 up‐regulated and 

580 down‐regulated) DEGs were identified, respectively. Among all up‐ and down‐regu‐

lated genes, 28 and 12 genes were expressed in all four periods, 199 and 92 genes were 

expressed in both CbW‐vs‐CbY and CbO‐vs‐CbR, 37 and 13 genes were expressed in both 

CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR, and 607 and 392 genes were expressed in both CbW‐vs‐

CbY and CbY‐vs‐CbO, respectively (Supplementary Figure S3A,B). The results show that 

transcriptome changes were induced in the pepper pericarp at different developmental 

periods of the pepper. 

2.5. Functional Analysis of Differential Genes 

To verify the biological functions of the differential genes in the peel of peppers from 

four periods, KEGG and GO functional enrichment analyses were performed on the dif‐

ferential genes. A total of 946 genes were annotated on 56 clades of biological process (BP), 

cellular component (CC) and molecular function (MF) in the three comparison combina‐

tions of CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR. Where carbohydrate metabolic pro‐

cess  (GO: 0005975)  in BP, Extrinsic  component of membrane  (GO: 0019898),  thylakoid 

(GO: 0042651), photosystem (GO: 0009521), photosynthetic membrane (GO:0034357), pho‐

tosystem  II  oxygen‐evolving  complex  (GO:0009654),  thylakoid  part  (GO:0044436), 

thylakoid membrane (GO:0042651) and oxidoreductase complex (GO:1990204) in CC, As 

well as the transferase activity in MF, transferring acyl groups (GO: 0016746) was signifi‐

cantly enriched in all three combinations (Supplementary Figure S4A–C). Among all the up‐

regulated DEGs, 197, 24, 52, 48, 50, 26, 52, 28, 26 and 81 DEGs annotated the above 10 GO 

terms, respectively, among all the down‐regulated DEGs, 133, 2, 8, 8, 8, 3, 8, 3, 3 and 55 DEGs 

annotated the above 10 GO terms, respectively. The GO enrichment results indicate that the 

metabolic processes, catalytic activity and cellular processes contained in the GO terms play 

important roles in regulating the formation and transformation of pepper fruit color. 

KEGG annotation results showed that Flavonoid biosynthesis (sly00941) and Carot‐

enoid biosynthesis (sly00906) were significantly enriched in all three combinations, CbW‐

vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO  and CbO‐vs‐CbR.  (Supplementary  Figure  S4D–F). A  total  of  29 

DEGs were identified in the flavonoid biosynthetic pathway, including key genes such as 

CHS (chalcone synthase; CQW23_29123, CQW23_29380 and CQW23_12748), C4H (cinnamic 

acid 4‐hydroxylase; CQW23_16084 and CQW23_16085); 30 DEGs were identified in the ca‐

rotenoid  biosynthetic pathway,  including  key  genes  including PSY  (phytoene  synthase; 

CQW23_09483), LYC (lycopene beta cyclase; CQW23_09027) and CCS (capsanthin/capsorubin 

synthase; CQW23_30321). Thus, fruit color formation and transformation in peppers is a 

biological process involving the combined action of multiple pathways. 
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2.6. Expression of Differential Genes in Carotenoid and Flavonoid Biosynthetic Pathways 

In  the  carotenoid  biosynthetic  pathway,  13  genes  including  CQW23_04804, 

CQW23_06623,  and  CQW23_10307  were  up‐regulated  and  7  genes  including 

CQW23_11317, CQW23_29327 and CQW23_19986 were down‐regulated in the combina‐

tion of CbW‐vs‐CbY.  In CbY‐vs‐CbO, 7 genes  including CQW23_24636, CQW23_06623, 

and  CQW23_10308  were  up‐regulated,  and  9  genes  including  CQW23_07725, 

CQW23_05387  and  CQW23_30321  were  down‐regulated.  7  genes,  including 

CQW23_09483, CQW23_14283 and CQW23_29956, were up‐regulated in CbO‐vs‐CbR, and 

only  1  gene,  CQW23_01678,  was  down‐regulated.  Furthermore,  11  genes  including 

CQW23_09483, CQW23_14283 and CQW23_10307 were expressed in two combinations at 

the same time, and CQW23_07725 was expressed in all three combinations (Supplemen‐

tary Figure S5). 

In  the  biosynthesis  pathway  of  flavonoids,  13  genes  including  CQW23_24900, 

CQW23_29380 and CQW23_19845 were up‐regulated  in  the CbW‐vs‐CbY combination, 

and 3 genes including CQW23_09726, CQW23_10085 and novel.807 were down‐regulated. 

In CbY‐vs‐CbO combination, CQW23_29123, CQW23_04685 and novel.811 were up‐regu‐

lated,  and  9  genes  including  CQW23_29379,  CQW23_32878  and  CQW23_19845  were 

down‐regulated. CQW23_24900, CQW23_19845  and CQW23_32878, were  expressed  in 

both CbW‐vs‐CbY and CbY‐vs‐CbO  (Supplementary Figure S6). The pathway was not 

enriched in the CbO‐vs‐CbR combination. 

It was further demonstrated that the carotenoid and flavonoid biosynthetic pathways 

play an important role in the transformation process of peel formation in peppers, and 

that these two pathways are regulated by several genes, which change during different 

color change periods. 

2.7. Transcription Factor Analysis 

The differentially expressed genes in the three comparative combinations of CbW‐

vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐vs‐CbR  in  this study were annotated  to a  total of 4695 

transcription factors belonging to 457 TF families, which mainly included Pkinase (345), 

NBARC (191), p450 (182) and UDPGT (78). Among  the 17 major TF  families with high 

numbers,  the number of up‐regulated and down‐regulated genes  in  the 3 comparative 

combinations was 1041 and 574,  respectively, and  there was a decreasing  trend  in  the 

number of genes in the 3 combinations (Figure 4A). In CbW‐vs‐CbY, the number of up‐

regulated genes was significantly higher than the number of down‐regulated genes in the 

15 families except AAA and PP2C (Figure 4B). In CbY‐vs‐CbO, there are little difference 

in the number of up and down‐regulated genes (Figure 4B). In CbO‐vs‐CbR, the number 

of up‐regulated genes was significantly higher than the number of down‐regulated genes, 

and the number of up and down‐regulated genes in this combination was significantly 

lower  than  that  in both CbW‐vs‐CbY  and CbY‐vs‐CbO  combinations  (Figure  4B). The 

Pkinase family had the highest number of genes among the three compared combinations, 

in addition  to  the p450, NBARC, Pkinase_Tyr and Myb_DNAbinding  families  (Figure 

4A,B), which may play important roles in pepper fruit color change. 
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Figure 4. Transcription factor analysis. (A) Distribution of transcription factor families in the three 

comparative combinations of CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR. (B) Number of up‐ and 

down‐regulated transcription factor family members in three comparative combinations of CbW‐

vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR. 

2.8. Gene Co‐Expression Network Analysis 

2.8.1. Module Selection 

To investigate the gene regulatory network of related pigment synthesis in pepper 

fruit, we performed a weighted gene co‐expression network analysis  (WGCNA) using 

non‐redundant DEGs. These non‐redundant DEGs are clustered into 24 main branches, 

each representing a module (marked with a different color) (Figure 5A), where modules 

are clusters of genes with high  relatedness and genes within  the same module are co‐

expressed. 

Subsequently, we analyzed  three horticultural physiological  indicators of module‐

trait correlation at four developmental stages, CbW, CbY, CbO and CbR (Figure 5B). The 

results showed that the pink module was positively correlated with carotenoid and flavo‐

noid content in pepper fruit, and the yellow module was positively correlated with chlo‐

rophyll content in pepper fruit. To determine the expression patterns of the genes in the 

pink and yellow modules, we used the FPKM values of the genes in the modules to create 

heat maps for analysis. Heat map results showed that genes co‐expressed in the pink mod‐

ule were expressed  in  the yellow and red  fruit periods, and genes co‐expressed  in  the 

yellow module were expressed in the white and yellow fruits (Figure 5C,D). 
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Figure 5. (A) Module hierarchy clustering tree diagram. (B) Heat map of correlations between mod‐

ules. (C,D) Heat map of correlations between sample traits and modules, (C) is the pink module and 

(D)  is  the yellow module. The horizontal coordinate  is  the sample,  the vertical coordinate  is  the 

module, the number in each grid represents the correlation between the module and the sample, the 

closer the value is to 1, the stronger the positive correlation between the module and the sample; the 

closer  it  is  to −1,  the stronger  the negative correlation between  the module and  the sample. The 

number in parentheses represents the significance Pvalue, the smaller this value is, the stronger the 

significance is. def: the amount of gene expression within the module. 

2.8.2. Screening for Transcription Factors That Regulate Pigment Synthesis by WGCNA 

Based on the connectivity of gene nodes, genes can be further divided into hub genes 

(with extremely high connectivity) and non‐hub genes [16]. We specified the genes in the 

top 20 genes of connectivity as hub genes. Based on the degree of connectivity within the 

module, we screened the top 20 genes to be considered as central genes. Among the first 

20 central genes of the pink module, we identified 7 transcription factors, namely NBARC 

(CQW23_18627),  Pribosyltran  (CQW23_23290),  CPSase_sm_chain  (CQW23_11908), 

Pkinase_Tyr (CQW23_ 18567), PfkB (CQW23_27627), NAD_binding_1 (CQW23_04069), and 

ILVD_EDD (CQW23_28591). Among the first 20 central genes in the yellow module, we 

identified  9  transcription  factors,  Glyco_hydro_17  (CQW23_20937),  Glycos_transf_1 

(CQW23_00121),  zf‐CCCH  (CQW23_15524),  Pro_isomerase  (CQW23_20849),  UDPGT 

(nov.753), ADH_zinc_N  (CQW23_29424), MBD  (CQW23_26228), GST_N  (CQW23_17725) 
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and Pkinase (CQW23_26424). These transcription factors act as highly linked central genes 

and may have a regulatory role in the formation of pepper fruit color. 

To further understand the transcription factors involved in the regulation of pepper 

pigments,  correlation network analysis was  constructed using  the  central genes  in  the 

pink and yellow modules and the top 10 genes corresponding to the weight value of each 

gene in the network node relationships (200 genes in total), respectively. The results showed 

that, in the pink module, 103 genes were highly correlated with carotenoid synthesis (edge 

weight ≥ 0.155), including hub genes (Figure 6A, Supplementary Table S10); in the yellow 

module, 104 genes were highly correlated with chlorophyll synthesis (edge weight ≥ 0.308), 

and  in  addition  to hub genes, ubiquitin  (CQW23_13952), HLH  (CQW23_11941)  and SBP 

(CQW23_26319), which are non‐Hub transcription factor genes, were also associated with 

the regulation of chlorophyll synthesis (Figure 6B, Supplementary Table S11). 

 

Figure 6. (A) Pink module genes correlation network; (B) yellow module genes correlation network. 
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2.9. Association Analysis of Transcriptome and Metabolome 

2.9.1. Correlation Analysis of Transcriptome and Metabolome 

To determine the correlation between differential metabolites and differential genes 

within four periods of pepper pericarp, we performed differential genes Pearson correla‐

tion analysis for differential genes and differential metabolites, (Pearson correlation coef‐

ficient >0.8 or <−0.8, p‐value < 0.05). The results showed that 10 genes, including novel.1236, 

CQW23_25223 and CQW23_24900, were up‐regulated in CbW‐vs‐CbY. 11 metabolites, in‐

cluding  Naringenin  Chalcone  (pme2960),  Hesperetin  (MWSHY0049)  and  Luteolin 

(pme0088), were down‐regulated. The gene Novel.1236 was negatively correlated with 

mws0914,  mws2118  and  mws1422,  and  positively  correlated  with  Luteolin.  Gene 

CQW23_04982  was  positively  correlated  with  the  metabolite  Hesperetin.  The  gene 

CQW23_24900 was positively correlated with metabolites Homoeriodictyol  (mws1033), 

Phlorizin Chalcone  (Lmlp006175), Luteolin  (pme0088)  and Hesperetin  (MWSHY0049). 

Gene CQW23_16084 was positively correlated with metabolite Luteolin (pme0088) (Figure 

7A). In CbY‐vs‐CbO, gene CQW23_24900 was positively correlated with the metabolite 

Homoeriodictyol, Phlorizin Chalcone and Luteolin. Gene CQW23_16084 was positively 

correlated with metabolite Luteolin (Figure 7B). In CbO‐vs‐CbR, gene CQW23_24900 was 

positively correlated with the metabolites Homoeriodictyol, Luteolin, Phlorizin Chalcone 

and Hesperetin. Genes such as CQW23_24900 and CQW23_16084 and metabolites such as 

Luteolin and Phlorizin Chalcone are all involved in regulation in the three combinations 

(Figure 7C). These results indicated that CQW23_24900 and CQW23_16084 genes and me‐

tabolites such as Luteolin and Phlorizin Chalcone were involved in the whole color trans‐

formation process of pepper. 

 

Figure 7. Correlation analysis of transcriptome and metabolome. (A–C) Interactions between genes 

and metabolites in CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR; (D) pathways co‐enriched to genes 

and metabolites in CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR. 
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2.9.2. Transcriptome and Metabolome Pathway Analysis 

We  further  plotted  the  enrichment  histograms  by  performing KEGG  enrichment 

analysis on the transcriptome and metabolome. The results showed that only one path‐

way, ko00941 (Flavonoid biosynthesis), was enriched in all three combinations of CbW‐

vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO and CbO‐vs‐CbR in both histologies (Figure 7D). To determine how 

peppers are affected by related genes and metabolites during the color change process, 

we analyzed the expression of related genes and metabolites in Flavonoid biosynthesis. 

In  the  CbW‐vs‐CbY  combination,  17  genes  were  up‐regulated  (CQW23_29380, 

CQW23_09482 and CQW23_19845, etc.), 4 genes were down‐regulated (CQW23_25223 and 

novel.807, etc.), 7 metabolites were up‐regulated (Butein, Phlorizin and Narigin, etc.) and 

7 metabolites were down‐regulated (Hesperetin, Luteolin and Tricetin, etc.). In CbY‐vs‐

CbO, 2 genes were up‐regulated  (novel.6029 and CQW23_29123), 11 genes were down‐

regulated  (CQW23_12748,  CQW23_16084  and  CQW23_12748  etc.)  and  all metabolites 

showed up‐regulated expression (12). In CbO‐vs‐CbR, all genes were expressed up‐regu‐

lated  (9), 16 metabolites were expressed down‐regulated and only 1 metabolite  (Dihy‐

dromyricetin) was up‐regulated. 
From the analysis of the above metabolome and transcriptome, we conclude that fla‐

vonoid metabolism and carotenoid metabolism play a crucial role in the trans‐coloration 

of peppers. Combining the metabolomic and transcriptomic analysis of the KEGG enrich‐

ment pathway, we illustrate in more detail the expression of genes and metabolites asso‐

ciated with flavonoid metabolism and carotenoid metabolism throughout pepper devel‐

opment (Figure 8A,B). 

Our  data  showed  that  genes  CQW23_16085,  CQW23_16084,  CQW23_19845, 

CQW23_24900, CQW23_29123 and CQW23_29380 were highly expressed in the white fruit 

period  and were  expressed  at  low  or no  levels  in  the  other  three periods. The  genes 

CQW23_12748, CQW23_32878 and CQW23_04979 were expressed at low or no expression 

in  the white  fruit period and at  the highest expression  in  the orange  fruit period. Nar‐

ingnin chalcone and Pinobanksin were up‐regulated in both CbW‐vs‐CbY and CbY‐vs‐

CbO and down‐regulated in CbO‐vs‐CbR; Luteolin and Tricetin were down‐regulated in 

both CbW‐vs‐CbY and CbO‐vs‐CbR and up‐regulated in CbY‐vs‐CbO (Figure 8A). 

The  genes  CQW23_09483,  CQW23_11317,  CQW23_19986,  CQW23_09027, 

CQW23_30321 and CQW23_17736 were mainly expressed during the CbO period, and to 

a  lesser  extent  in  CbY  and  CbR,  and  almost  not  in  CbW;  the  genes  CQW23_05387, 

CQW23_06623, CQW23_14283 and CQW23_28374 were mainly expressed during the CbW 

period (Figure 8B). 



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12524  14  of  21 
 

 

 

Figure 8. Flavonoid and carotenoid biosynthesis pathway diagrams. (A) Diagram of flavonoid bio‐

synthesis pathway;  (B) Diagram of  carotenoid biosynthesis pathway.  (This diagram was drawn 

based on references to relevant literature and data in this study). 

2.10. qRT‐PCR Validation of Gene Expression Profiles 

To validate our transcriptome sequencing results, we randomly selected 15 DEGs in‐

volved  in carotenoids and  flavonoids  for qRT‐PCR validation.  Includes  β‐carotene hy‐

droxylase  (CQW23_07725),  lycopene  β‐cyclase  (CQW23_09027),  capsaicin  synthase 

(CQW23_30321), caffeoyl‐CoA O‐methyltransferase (CQW23_32878), carotenoid cleavage 

dioxygenase (CQW23_00879), cinnamic acid 4‐hydroxylase (CQW23_16084), lycopene ε‐

cyclase (CQW23_06623), etc. The results showed that the DEGs in the qRT‐PCR data were 

consistent with the sequencing results during the development of HNUCB0081 pepper 

fruit (Figure 9). 
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Figure 9. The expression profiles of significantly differentially expressed genes were measured by 

RNA‐seq and qRT PCR. The histogram data indicate qRT‐PCR data (left Y‐axis), dashed line indi‐

cates RNA‐seq data (right Y‐axis). 

3. Discussion 

The color of the fruit is considered to be the most important external feature for fruit 

selection and post‐harvest life [17]. Pepper has gained its commercial value in the horti‐

cultural industry due to the unique pungent flavor of its fruits [18]. In plants, carotenoids 

and flavonoids usually give the fruit its different colors [19,20]. It has been suggested that 

mutations in genes in the carotenoid pathway may give tomato fruits an orange or yellow 

color  [21]. Carotenoids are synthesized  in plants  through different metabolic processes 

with different biological functions [22,23]. Carotenoids have diverse functions in terms of 

antioxidant,  light  trapping,  photoprotection,  and  prevention  of  degenerative  diseases 

such as atherosclerosis, cancer and aging [24,25]. In 2019, Harriet M. Berry et al. have also 

demonstrated that the color intensity of pepper fruit is associated with the transcript level 

of the PSY‐1 gene [26]. Flavonoids are secondary metabolites widely found in plants and 

are widely present in foods that people consume regularly, such as fruits, vegetables, and 

cereals [27–29]. It has been demonstrated that the color transformation of plant fruits such 

as tomatoes and citrus are associated with flavonoids [20,30–32]. In the present study, we 
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used pepper HNUCB0081  (C.  baccutum)  fruits with  four different  trans‐color  stages of 

white, yellow, orange and red as experimental material for comparative analysis using 

targeted (carotenoids) and broad‐target (flavonoids) metabolomes and transcriptomes to 

determine the material composition of pericarp color. 

The results of the metabolomic analysis showed that 307 flavonoid metabolites and 

68 carotenoid metabolites were identified in the pericarp of HNUCB0081. Among the 307 

flavonoid metabolites, 10 secondary classification substances were included, of which the 

numbers of flavonols, flavones, and dihydroflavones were 118, 89, and 40, respectively. 

Our data indicate that the types of metabolites that are significantly enriched at different 

developmental periods in pepper fruit differ, with flavonol and flavones being the major 

metabolites in pepper fruit discoloration, and that Luteolin‐7‐O‐(6″‐malonyl) glucoside, 

3,4′‐Dihydroxyflavone and 5,6,7,4′‐Tetramethoxyflavone are important flavonoid metab‐

olites in the color change of pepper. Quercetin‐3‐O‐arabinoside, Quercetin‐3‐O‐rhamno‐

side (Quercitrin) and Isorhamnetin‐3‐O‐sophoroside are important flavonol metabolites 

in the color change process of pepper. Flavonoids usually found in epidermal tissue, are 

the main molecules  involved  in  plant  pigmentation  and  accumulate  through  various 

modes during fruit development [33,34]. The metabolites of flavonoids and carotenoids 

mainly were up‐regulated during the yellow‐orange fruit period, while most of the me‐

tabolites of flavonoids and carotenoids were down‐regulated during the orange‐red fruit 

period, suggesting that the types and contents of metabolites differed during the different 

developmental stages of pepper fruit. We hypothesize that the production and transfor‐

mation of metabolites occur mainly in the yellow‐orange fruit period. 

By RNA‐seq analysis, in the flavonoid biosynthetic pathway, genes such as CHS and 

C4H were identified. CHS are key enzymes in the flavonoid biosynthetic pathway [35]. 

CHS was  identified  in 1972 as  the  first enzyme  involved  in  the  flavonoid biosynthetic 

pathway, and to date, CHS has been identified in many angiosperms [36,37]. In the present 

study,  during  the  white  fruit  period,  Cinnamoyl‐CoA  was  catalyzed  by  C4H 

(CQW23_16085 and CQW23_16084)  to generate p‐Coumaroyl‐CoA, which  is  consistent 

with  the  findings  of  Lee  et  al.  [38].  p‐Coumaroyl‐CoA  was  catalyzed  by  CHS 

(CQW23_29123 and CQW23_ 29380) to produce Naringenin chalcone, which is consistent 

with the conclusion reached by Yin et al. [39]. p‐Coumaroyl‐CoA was subsequently cata‐

lyzed by CYP450 (CQW23_19845, CQW23_24900) to produce Caffeoyl‐CoA, and Caffeoyl‐

CoA was catalyzed by CHS (CQW23_ 29380) to produce 2′,3,4,4′,6′‐Peptahydroxychalcone 

4′‐O‐glucoside. During the yellow and orange fruit periods, Caffeoyl‐CoA was catalyzed 

by CCoAOMT  (CQW23_32878, CQW23_10085 and CQW23_09726)  to produce Homoe‐

riodictyol, which was subsequently converted to Eriodictyol, and finally to Tricetin. Key 

DEGs  such  as  CQW23_09483  (PSY),  CQW23_11317  (PDS)  and  CQW23_19986  (ZDS), 

CQW23_09027 (LYC), CQW23_06623 (LCYE), CQW23_05387 (ZEP), CQW23_30321 (CCS) 

and CQW23_17736 (NCED) were identified in the carotenoid synthesis pathway. During 

the  transition  from  the  GGPP  molecule  to  β‐carotene,  the  CQW23_09483  (PSY), 

CQW23_11317 (PDS) and CQW23_19986 (ZDS) and CQW23_09027 (LYC) genes were all 

largely significantly expressed in the yellow and orange fruit periods. It has been shown 

that LYC is capable of catalyzing the synthesis of orange alpha‐carotene and beta‐carotene 

[40]. In the β‐carotene to Xanthoxin process, the ZEP (zeaxanthin epoxidase; CQW23_05387), 

CCS (capsanthin/capsorubin synthase; CQW23_30321), and NCED (9‐cis‐epoxycarotenoid diox‐

ygenase; CQW23_17736) genes were significantly expressed in the orange and red fruit pe‐

riods. During the production of Zeinoxanthin from Lycopene, CYP450 (cytochrome P450; 

CQW23_28374) were significantly expressed during the white fruit period. Transcription 

factors also play an important role in plant growth and development as they regulate gene 

expression at the transcriptional level by binding to promoter regions [41,42]. In the pre‐

sent study, we identified Pinobanksin, Naringenin Chalcone and Naringenin as key me‐

tabolites in the flavonoid biosynthetic pathway, and Phytoene, Lycopene, β‐carotene and 

ε‐carotene as key carotenoid biosynthetic pathway metabolites. CHS, C4H and CYP450 

are key genes in the flavonoid biosynthesis pathway [43,44]. PSY, PDS, ZDS, LYC, ZEP, 
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NCED and CCS are key genes in the carotenoid biosynthesis pathway [26,45]. In previous 

studies we learned that the color transformation of pepper fruit is closely related to the 

flavonoid and carotenoid content within  the pepper  fruit  [4,46]. Therefore, we suggest 

that metabolites such as Pinobanksin, Naringenin Chalcone and Naringenin, Phytoene, 

Lycopene, β‐carotene and ε‐carotene are closely related to the mechanism associated with 

color change in pepper fruits. 

Several transcription factors also regulate the biosynthesis of flavonoids and carote‐

noids. Studies have shown that the biosynthesis of flavonoids is regulated by the MBW 

complex, including myeloblastosis (MYB), basic helix‐loop‐helix (bHLH) and WD‐repeat pro‐

tein (WD40) [47]. The differentially expressed genes in the 3 comparative combinations of 

CbW‐vs‐CbY, CbY‐vs‐CbO, and CbO‐vs‐CbR in this study were annotated to a total of 

4695 transcription factors belonging to 457 TF families, which mainly included Pkinase 

(345), NBARC (191), p450 (182) and UDPGT (78). Among the 17 major TF families with 

high numbers, the numbers of up‐ and down‐regulated genes in the three comparative 

combinations were 1041 and 574, respectively, and there was a decreasing trend  in the 

number of genes in the 3 combinations. The number of genes in the Pkinase family was 

the highest among the three comparative combinations, and it was shown that Pkinase 

could modify the plant response to osmotic and salt stress [48]. In addition, the number 

of transcription factors from the p450, NBARC, Pkinase_Tyr and Myb_DNA binding fam‐

ilies is relatively high, and genes from these families may also play important roles in the 

color  change  of  pepper  fruits.  Moreover,  transcription  factors  such  as  NBARC 

(CQW23_18627) was identified in the first 20 genes in the pink module of the WGCNA 

analysis. It has been shown that p450 belongs to a family of heme‐binding proteins that 

catalyze a variety of functional monooxygenase reactions involved in oxidative metabo‐

lism, and it has been shown that p450 is associated with hydrogen peroxide homeostasis 

[49,50],  in  the present  study, genes of  the  p450  family  (CQW23_16085, CQW23_16084, 

CQW23_24900, CQW23_19845, CQW23_28374) play a key role in flavonoid and carotenoid 

biosynthesis. 

4. Materials and Methods 

4.1. Experimental Materials and Sampling 

In this study, pepper HNUCB0081 (C. baccatum) grown at the Agricultural Science 

Experimental Base of Hainan University, China (110.328729 E, 20.056729 N). The pepper 

fruit undergoes 4 periods from germination to maturity: white fruit period (CbW, about 

12 days after flowering), yellow fruit period (CbY, about 20 days after flowering), orange 

fruit period (CbO, about 25 days after flowering) and red fruit period (CbR, about 29 days 

after flowering) (Figure 1). Healthy pericarp samples from all four developmental periods 

of pepper were collected on 20 April 2021. Three biological replicates of each period sam‐

ple were placed in 2 mL centrifuge tubes, rapidly frozen in liquid nitrogen, and stored at 

−80 °C for subsequent analysis. 

4.2. Physiological Index Measurement 

The total carotenoid, flavonoid and chlorophyll contents in the peel of pepper at four 

periods were determined by spectrophotometry using a plant carotenoid content assay 

kit, a plant chlorophyll content assay kit and a plant flavonoid content assay kit (Solarbio, 

Beijing, China, BC4330). 

4.3. Metabolomic Analysis 

Sample preparation, metabolite extraction and analysis, metabolite identification and 

quantification were  carried  out  at Wuhan Metaville  Biotechnology Co., Ltd.  (Wuhan, 

China, www.metware.cn  (accessed on 1 May 2022)) according  to  their standard proce‐

dures as previously described by Zhou et al. 2022. A total of 12 pepper peel samples were 

freeze‐dried  by  vacuum  freeze‐dryer  (Scientz‐100F).  The  samples  were  placed  in  a 
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refrigerator at 4 °C overnight. After centrifugation at 12,000 rpm for 10 min, the extracts 

were  filtered  for UPLC‐MS/MS  analysis. Metabolites were  analyzed  qualitatively  and 

quantitatively  (MRM)  using  the  MetWare  Biotechnology  Ltd.  proprietary  database 

(MWDB), mass spectrometry data were analyzed using the software Analyst 1.6.3, and 

metabolite  content  data  were  processed  using  UV  (unit  variance  scaling)  and  ther‐

mographed by  the R package ComplexHeatmap. The OPLS‐DA model was developed 

using multiple supervised methods. The importance projections of the variables obtained 

for  the multivariate analysis of  the OPLS‐DA model, as well as metabolites with Fold 

Change ≥ 2 and Fold Change ≤ 0.5 were considered as differential metabolites. 

4.4. RNA‐Seq Analysis 

The transcriptome sequencings were commissioned from Novogene Technology Co. 

(Beijing, China). Total RNA was extracted from frozen pepper tissue using standard ex‐

traction methods, the RNA samples were rigorously quality controlled using the Agilent 

2100 bioanalyzer,  libraries were constructed using the NEBNext Ultra directional RNA 

library prep  kit  for  illumina,  and  the mRNA  libraries  from  each  sample were  subse‐

quently sequenced using Illumina. The low‐quality reads, N‐containing, and spliced reads 

were removed from the sequenced data. The Q20, Q30 and GC contents of the clean data 

were subsequently calculated. HISAT2 was used to map the paired‐end clean reads to the 

reference genome for comparison. Novel gene prediction was performed using StringTie 

(1.3.3b)  [51].  Differential  expression  analysis  was  performed  using  DESeq2  software 

(1.20.0) [52] to compare between combinations (genes with a p‐value < 0.05 were assigned 

as differentially expressed) and GO and KEGG enrichment analysis was implemented. 

4.5. WGCNA Analysis 

We performed weighted gene co‐expression network analysis using the R package 

(WGCNA) and selected a soft threshold for co‐expression network clustering based on the 

FPKM values of all genes in the sample, choosing R2 > 0.8 as the criterion. All FPKM values 

were converted into a topological overlap matrix (TOM) and each gene was analyzed by 

hierarchical clustering [53]. The dynamic tree cutting method was used to divide different 

genes  into different  co‐expression modules, merge  the  clustered  similar  co‐expression 

modules, and calculate the correlation between different modules and the degree of asso‐

ciation of genes within the modules. Key modules associated with pepper fruit color were 

found and the co‐expression network was visualized for subsequent analysis using Cyto‐

scape_V.3.7.1 software (MAC, USA, California). 

4.6. RT‐qPCR Analysis 

We selected 15 genes from the flavonoid and carotenoid synthesis pathways for RT‐

qPCR validation. RNA was  isolated  from peel samples of pepper HNUCB0081 at  four 

different developmental stages and used for transcription into cDNA. Actin was used as 

an internal reference gene and we used SYBR® Select Master Mix (2X), Thermo NANO 

DROP  8000, BIO‐RAD GelDocTMXR+  and Applied Biosystems  StepOnePlusTM Real‐

Time System for the procedure of: 40 cycles of 95 °C for 30 s, 95 °C for 10 s and 60 °C for 

30 s. Three biological replicates were made for each sample, and each plate was repeated 

3 times in independent runs. The expression levels of the different genes were analyzed 

using the ΔΔCT method. 

5. Conclusions 

In the present study, we provide new insights into the mechanisms involved in the 

interaction of genes and metabolites involved in the biosynthesis of flavonoids and carot‐

enoids in pepper fruit leading to color change in pepper fruit. We identified Pinobanksin, 

Naringenin Chalcone and Naringenin as key metabolites  in  the  flavonoid biosynthetic 

pathway, catalyzed by the key genes CQW23_29123, CQW23_29380 and CQW23_12748. 
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In  the  carotenoid  biosynthetic  pathway, CQW23_09483, CQW23_11317, CQW23_09027 

and CQW23_30321 catalyze the synthesis of key metabolites such as Phytoene, Lycopene, 

β‐carotene and ε‐carotene in the carotenoid biosynthesis pathway. Fruit color change in 

peppers, especially in peppers with multiple color change periods, is a complex multi‐omics 

and multi‐material interaction process, and further investigations are needed to fully un‐

derstand the molecular mechanisms and principals involved in each of these steps. 

Supplementary  Materials:  The  following  supporting  information  can  be  downloaded  at: 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms232012524/s1. 

Author Contributions: Conceptualization, Z.W. and Y.Z. (Yu Zhang); methodology, Z.W. and Y.Z. 

(Yu Zhang); validation, H.S., M.A.M. and Y.Z.  (Yu Zhang);  investigation, Y.Z.  (Yu Zhang), Y.H. 

(Yuanyuan Hao), L.L., Y.H. (Yongjie He), W.J., C.L., Y.Z. (Yan Zhou), X.L. and H.F.; writing—orig‐

inal draft preparation, Y.Z. (Yu Zhang); writing—review and editing, Z.W. and M.A.M.; supervi‐

sion, Z.W. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This work was supported by grants from Project of the Administrative Bureau of Sanya 

Yazhou Bay Science and Technology City (HNF202210), the Major Science and Technology Plan of 

Hainan Province  (ZDKJ2021010)  and  the National Key Research  and Development Program  of 

China (2018YFD1000800). 

Institutional Review Board Statement: Not applicable. 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data  Availability  Statement:  Supporting  reported  data  can  be  found  at  https://data‐

view.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA791157 (accessed on 29 August 2022). 

Acknowledgments: Special thanks to the anonymous reviewers for their precious time and valuable 

suggestions. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Brand, A.; Borovsky, Y.; Hill, T.; Rahman, K.A.; Bellalou, A.; Van Deynze, A.; Paran, I. CaGLK2 regulates natural variation of 

chlorophyll content and fruit color in pepper fruit. Theor. Appl. Genet. 2014, 127, 2139–2148. 

2. Villa‐Rivera, M.G.; Ochoa‐Alejo, N. Chili Pepper Carotenoids: Nutraceutical properties and mechanisms of action. Molecules 

2020, 25, 5573. 

3. Ha, S.H.; Kim, J.B.; Park, J.S.; Lee, S.W.; Cho, K.J. A comparison of the carotenoid accumulation in Capsicum varieties that show 

different ripening colours: Deletion of  the capsanthin‐capsorubin synthase gene  is not a prerequisite  for  the  formation of a 

yellow pepper. J. Exp. Bot. 2007, 58, 3135–3144. 

4. Olatunji, T.L.; Afolayan, A.J. Comparative quantitative study on phytochemical contents and antioxidant activities of Capsicum 

annuum L. and Capsicum frutescens L. Sci. World J. 2019, 2019, 4705140. 

5. Sun, T.H.; Li, L. Toward the ‘golden’ era: The status in uncovering the regulatory control of carotenoid accumulation in plants. 

Plant Sci. 2020, 290, 110331. 

6. Giuliano, G. Plant carotenoids: Genomics meets multi‐gene engineering. Curr. Opin. Plant Biol. 2014, 19, 111–117. 

7. Lichtenthaler, H.K. The 1‐Deoxy‐D‐Xylulose‐5‐Phosphate pathway of isoprenoid biosynthesis in plants. Annu. Rev. Plant Phys. 

1999, 50, 47–65. 

8. Alseekh, S.; Perez De Souza, L.; Benina, M.; Fernie, A.R. The style and substance of plant flavonoid decoration; towards defining 

both structure and function. Phytochemistry 2020, 174, 112347. 

9. Saito, K.; Yonekura‐Sakakibara, K.; Nakabayashi, R.; Higashi, Y.; Yamazaki, M.; Tohge, T.; Fernie, A.R. The flavonoid biosyn‐

thetic pathway in Arabidopsis: Structural and genetic diversity. Plant Physiol. Biochem. 2013, 72, 21–34. 

10. Anwar, M.; Yu, W.; Yao, H.; Zhou, P.; Allan, A.C.; Zeng, L. NtMYB3, an R2R3‐MYB from Narcissus, Regulates Flavonoid Bio‐

synthesis. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 5456. 

11. Ferreyra, M.L.F.; Rodriguez, E.; Casas, M.I.; Labadie, G.; Grotewold, E.; Casati, P. Identification of a bifunctional maize C‐ and 

O‐Glucosyltransferase. J. Biol. Chem. 2013, 288, 31678–31688. 

12. Olucha, J.; Meneely, K.M.; Chilton, A.S.; Lamb, A.L. Two structures of an N‐hydroxylating flavoprotein monooxygenase: Orni‐

thine hydroxylase from Pseudomonas aeruginosa. J. Biol. Chem. 2011, 286, 31789–31798. 

13. Liu, Y.; Lv, J.; Liu, Z.; Wang, J.; Yang, B.; Chen, W.; Ou, L.; Dai, X.; Zhang, Z.; Zou, X. Integrative analysis of metabolome and 

transcriptome reveals the mechanism of color formation in pepper fruit (Capsicum annuum L.). Food Chem. 2020, 306, 125629. 

14. Lu, S.; Zhang, Y.; Zhu, K.; Yang, W.; Ye,  J.; Chai, L.; Xu, Q.; Deng, X. The citrus Transcription  factor CsMADS6 modulates 

carotenoid metabolism by directly regulating carotenogenic genes. Plant Physiol. 2018, 176, 2657–2676. 



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12524  20  of  21 
 

 

15. Ye, J.; Hu, T.; Yang, C.; Li, H.; Yang, M.; Ijaz, R.; Ye, Z.; Zhang, Y. Transcriptome profiling of tomato fruit development reveals 

transcription factors associated with ascorbic acid, carotenoid and flavonoid biosynthesis. PLoS ONE 2015, 10, e0130885. 

16. Yang, Y.; Han, L.; Yuan, Y.; Li, J.; Hei, N.; Liang, H. Gene co‐expression network analysis reveals common system‐level prop‐

erties of prognostic genes across cancer types. Nat. Commun. 2014, 5, 3231. 

17. Bashir, M.A.; Alvi, A.M.; Khan, K.A.; Rehmani, M.I.A.; Ansari, M.J.; Atta, S.; Ghramh, H.A.; Batool, T.; Tariq, M. Role of polli‐

nation in yield and physicochemical properties of tomatoes (Lycopersicon esculentum). Saudi J. Biol. Sci. 2018, 25, 1291–1297. 

18. Hami, A.; Rasool, R.S.; Khan, N.A.; Mansoor, S.; Mir, M.A.; Ahmed, N.; Masoodi, K.Z. Morpho‐molecular identification and 

first report of Fusarium equiseti in causing chilli wilt from Kashmir (Northern Himalayas). Sci. Rep. 2021, 11, 3610. 

19. Bartley, G.E.; Scolnik, P.A. Plant carotenoids: Pigments for photoprotection, visual attraction, and human health. Plant Cell 1995, 

7, 1027–1038. 

20. Kang, S.I.; Hwang, I.; Goswami, G.; Jung, H.J.; Nath, U.K.; Yoo, H.J.; Lee, J.M.; Nou, I.S. Molecular insights reveal Psy1, SGR, 

and SlMYB12 genes are associated with diverse fruit color pigments  in tomato (Solanum  lycopersicum L.). Molecules 2017, 22, 

2180. 

21. Lewinsohn, E.; Sitrit, Y.; Bar, E.; Azulay, Y.; Ibdah, M.; Meir, A.; Yosef, E.; Zamir, D.; Tadmor, Y. Not just colors—Carotenoid 

degradation as a link between pigmentation and aroma in tomato and watermelon fruit. Trends Food Sci. Technol. 2005, 16, 407–

415. 

22. Chayut, N.; Yuan, H.; Saar, Y.; Zheng, Y.; Sun, T.; Zhou, X.; Hermanns, A.; Oren, E.; Faigenboim, A.; Hui, M. Comparative 

transcriptome analyses shed light on carotenoid production and plastid development in melon fruit. Hortic. Res. 2021, 8, 112. 

23. Moreno, J.C.; Mi, J.; Alagoz, Y.; Al‐Babili, S. Plant apocarotenoids: From retrograde signaling to interspecific communication. 

Plant J. 2021, 105, 351–375. 

24. Huo, M.M.; Liu, W.L.; Zheng, Z.R.; Zhang, W.; Li, A.H.; Xu, D.P. Effect of end groups on the raman spectra of lycopene and β‐

carotene under high pressure. Molecules 2011, 16, 1973–1980. 

25. Lin, S.F.; Chen, Y.C.; Chen, R.N.; Chen, L.C.; Ho, H.O.; Tsung, Y.H.; Sheu, M.T.; Liu, D.Z. Improving the stability of astaxanthin 

by microencapsulation in calcium alginate beads. PLoS ONE 2016, 11, e0153685. 

26. Berry, H.M.; Rickett, D.V.; Baxter, C.J.; Enfissi, E.M.; Fraser, P.D. Carotenoid biosynthesis and sequestration in red chilli pepper 

fruit and its impact on colour intensity traits. J. Exp. Bot. 2019, 70, 2637–2650. 

27. Wang, H.J.; Pao, L.H.; Hsiong, C.H.; Shih, T.Y.; Lee, M.S.; Hu, O.Y. Dietary flavonoids modulate cyp2c to improve drug oral 

bioavailability and their qualitative/quantitative structure–activity relationship. AAPS J. 2014, 16, 258–268. 

28. Khoo, B.Y.; Chua, S.L.; Balaram, P. Apoptotic effects of chrysin in human cancer cell lines. Int. J. Mol. Sci. 2010, 11, 2188–2199. 

29. Liu, J.; Li, C.; Ding, G.; Quan, W. Artificial intelligence assisted ultrasonic extraction of total flavonoids from Rosa sterilis. Mole‐

cules 2021, 26, 3835. 

30. Zhang, Y.; Ma, C.; Liu, C.; Wei, F. Luteolin attenuates doxorubicin‐induced cardiotoxicity by modulating the PHLPP1/AKT/Bcl‐

2 signalling pathway. PeerJ 2020, 8, e8845. 

31. Zeng, N.; Hongbo, T.; Xu, Y.; Wu, M.; Wu, Y.P. Anticancer activity of caffeic acid n‐butyl ester against A431 skin carcinoma cell 

line occurs via induction of apoptosis and inhibition of the mTOR/PI3K/AKT signaling pathway. Mol. Med. Rep. 2021, 23, 372. 

32. Dymarska, M.; Janeczko, T.; Kostrzewa‐Suslow, E. Glycosylation of Methoxylated Flavonoids in the Cultures of Isaria fumoso‐

rosea KCH J2. Molecules 2018, 23, 2578. 

33. Zhou, X.J.; Zhu, C.T.; Hu, Y.; You, S.; Wu, F.A.; Wang, J. A novel microfluidic aqueous two‐phase system with immobilized 

enzyme enhances cyanidin‐3‐O‐glucoside content in red pigments from mulberry fruits. Biochem. Eng. J. 2020, 158, 107556. 

34. Adato, A.; Mandel, T.; Mintz‐Oron, S.; Venger, I.; Levy, D.; Yativ, M.; Domínguez, E.; Wang, Z.; De Vos, R.C.; Jetter, R.; et al. 

Fruit‐surface flavonoid accumulation in tomato is controlled by a SlMYB12‐regulated transcriptional network. PLoS Gen. 2009, 

5, e1000777. 

35. Aksamit‐Stachurska, A.; Korobczak‐Sosna, A.; Kulma, A.; Szopa, J. Glycosyltransferase efficiently controls phenylpropanoid 

pathway. BMC Biotechnol. 2008, 8, 25. 

36. Wang, Z.B.; Yu, Q.B.; Shen, W.X.; El Mohtar, C.A.; Zhao, X.C.; Gmitter, F.G. Functional study of CHS gene family members in 

citrus revealed a novel CHS gene affecting the production of flavonoids. BMC Plant Biol. 2018, 18, 189. 

37. Kong, X.J.; Khan, A.; Li, Z.L.; You, J.Y.; Munsif, F.; Kang, H.D.; Zhou, R.Y. Identification of chalcone synthase genes and their 

expression patterns reveal pollen abortion in cotton. Saudi J. Biol. Sci. 2020, 27, 3691–3699. 

38. Lee, S.H.; Park, Y.J.; Park, S.U.; Lee, S.W.; Kim, S.C.; Jung, C.S.; Jang, J.K.; Hur, Y.; Kim, Y.B. Expression of genes related to 

phenylpropanoid biosynthesis in different organs of Ixeris dentata var. albiflora. Molecules 2017, 22, 901. 

39. Yin, M.Z.; Chu, S.S.; Shan, T.Y.; Zha, L.P.; Peng, H.S. Full‐length transcriptome sequences by a combination of sequencing plat‐

forms applied to isoflavonoid and triterpenoid saponin biosynthesis of Astragalus mongholicus Bunge. Plant Methods 2021, 17, 

61. 

40. Leng, X.P.; Wang, P.P.; Wang, C.; Zhu, X.D.; Li, X.P.; Li, H.Y.; Mu, Q.; Li, A.; Liu, Z.J.; Fang, J.G. Genome‐wide identification 

and characterization of genes involved in carotenoid metabolic in three stages of grapevine fruit development. Sci. Rep. 2017, 7, 

4216. 

41. Wen, H.F.; Chen, Y.; Du, H.; Zhang, L.Y.; Zhang, K.Y.; He, H.L.; Pan, J.S.; Cai, R.; Wang, G. Genome‐Wide identification and 

characterization of the TCP gene family in cucumber (Cucumis sativus L.) and their transcriptional responses to different Treat‐

ments. Genes 2020, 11, 1379. 



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12524  21  of  21 
 

 

42. Qin, G.; Mallik, S.; Mitra, R.; Li, A.; Jia, P.; Eischen, C.M.; Zhao, Z. MicroRNA and transcription factor co‐regulatory networks 

and subtype classification of seminoma and non‐seminoma in testicular germ cell tumors. Sci. Rep. 2020, 10, 852. 

43. Petroni, K.; Tonelli, C. Recent advances on the regulation of anthocyanin synthesis in reproductive organs. Plant Sci. 2011, 181, 

219–229. 

44. Zhang, A.; Zheng, J.; Chen, X.; Shi, X.; Wang, H.; Fu, Q. Comprehensive analysis of transcriptome and metabolome reveals the 

flavonoid metabolic pathway is associated with fruit peel coloration of melon. Molecules 2021, 26, 2830. 

45. Sun, G.; Sui, Z.; Zhang, X. Cloning and characterization of the phytoene desaturase (pds) gene—A key enzyme for carotenoids 

synthesis in Dunaliella (Chlorophyta). J. Ocean U. China 2008, 7, 311–318. 

46. Song, J.L.; Chen, C.M.; Zhang, S.L.; Wang, J.T.; Huang, Z.B.; Chen, M.X.; Cao, B.H.; Zhu, Z.S.; Lei, J.J. Systematic analysis of the 

Capsicum ERF transcription factor family: Identification of regulatory factors involved in the regulation of species‐specific me‐

tabolites. BMC Genom. 2020, 21, 573. 

47. Li, Y.; Fang, J.; Qi, X.; Lin, M.; Zhong, Y.; Sun, L.; Cui, W. Combined analysis of the fruit metabolome and transcriptome reveals 

candidate genes involved in flavonoid biosynthesis in Actinidia arguta. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1471. 

48. Shehzad, M.; Zhou, Z.; Ditta, A.; Khan, M.; Cai, X.; Xu, Y.; Maqbool, A.; Khalofah, A.; Shaban, M.; Naeem, M.; et al. Identification 

and characterization of genes related to salt stress tolerance within segregation distortion regions of genetic map in F2 popula‐

tion of upland cotton. PLoS ONE 2021, 16, e0247593. 

49. Zhang, W.; Zhao, L.; Zhou, J.; Yu, H.; Zhang, C.; Lv, Y.; Lin, Z.; Hu, S.; Zou, Z.; Sun, J. Enhancement of oxidative stress contrib‐

utes to increased pathogenicity of the invasive pine wood nematode. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 2019, 374, 20180323. 

50. Mcmillan, J.M.; Cobb, D.A.; Lin, Z.; Banoub, M.G.; Dagur, R.S.; Branch Woods, A.A.; Wang, W.; Makarov, E.; Kocher, T.; Joshi, 

P.S.; et al. Antiretroviral drug metabolism in humanized PXR‐CAR‐CYP3A‐NOG mice. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2018, 365, 272–

280. 

51. Pertea, M.; Pertea, G.M.; Antonescu C M.; Chang, T.C.; Mendell, J.T.; Salzberg, S.L. StringTie enables improved reconstruction 

of a transcriptome from RNA‐seq reads. Nat. Biotechnol. 2015, 33, 290–295. 

52. Love, M.I.; Huber, W.; Anders, S. Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA‐seq data with DESeq2. Genome 

Biol. 2014, 15, 1–21. https://doi.org/10.1186/s13059‐014‐0550‐8. 

53. Zhan, J.; Thakare, D.; Ma, C.; Lloyd, A.; Nixon, N.M.; Arakaki, A.M.; Burnett, W.J.; Logan, K.O.; Wang, D.; Wang, X.; et al. RNA 

sequencing of laser‐capture microdissected compartments of the maize kernel identifies regulatory modules associated with 

endosperm cell differentiation. Plant Cell 2015, 27, 513–531. 


