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Abstract

The Horizon 2020 document emphasizes that the most important goals and objectives for common research 
programmes are to address major global challenges. Priorities are the improvement of human health, combating 
life-style diseases, and ensuring food security for a rapidly growing population. Yeast rice is a product obtained from 
rice fer-mented by a red yeast, Monascus purpureus. The medicinal properties of red yeast rice have a favourable 
impact on lipid profiles of hypercholesterolemic persons. The aim of this study was to molecularly identify an 
isolate of a strain of Monascus purpureus (NART001) obtained previously. Following an established protocol, 
DNA of the sample was isolated and amplified with specific primers and was confirmed using an electrophoresis 
system. The Basic Local Alignment Search Tool was used for species identification. Results of investigation 
revealed that the Monascus purpureus NART001 strain showed 100% identity with Monascus purpureus. 
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Resumo

O Documento Horizonte 2020 sublinha que as metas e os objectivos mais importantes para os Programas de 
Investigação da Comunidade Europeia são abordar os principais desafios globais. Entre os desafios prioritários 
estão a melhoria da saúde humana, combater doenças do estilo de vida e garantir a segurança alimentar para uma 
população em rápido crescimento. O arroz vermelho fermentado é um produto obtido a partir de arroz fermentado 
pelo Monascus purpureus. As propriedades medicinais do arroz vermelho fermentado têm um impacto favorável 
nos perfis lipídicos de pessoas hipercolesterolémicas. O objetivo deste estudo é identificar uma estirpe isolada 
de Monascus purpureus NART001 obtida anteriormente, seguindo um protocolo estabelecido no isolamento e 
amplificação do ADN. Uma amostra de ADN foi isolada e amplificada com primers específicos e foi confirmada 
utilizando o sistema de electroforese. A Basic Local Alignment Search Tool foi utilizada para a identificação da 
estirpe. Os resultados revelaram que a estirpe Monascus purpureus NART001 apresentou 100% de identidade com 
Monascus purpureus.
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Introduction

The vision of the European common research pro-
gramme for 2014–2020, called Horizon 2020, is to 
create a smarter, more sustainable and more inclusive 
society. However, this is a global endeavor, and is im-
portant for mycologists all over the world because it 
includes a special role for fungi and fungal products. 
The Horizon 2020 document emphasizes that the most 
important goals and objectives for common research 
programmes are to address the major global challenges. 
Among the challenges of priority is the improvement 
of human health, combating life-style diseases, and 
ensuring food security for a rapidly growing popula-
tion. Fungi and fungal products are also instrumental 
in producing fermented foods to improve health (1). 
Monascus purpureus fermentation products have been 
widely used by people primarily in Asian countries for 
many centuries as food colourant, preservative and in 
traditional medicine (2). The medicinal properties of 
red yeast rice have a favourable impact on lipid pro-
files of hypercholesterolemic patients (3, 4). Red yeast 
rice consists of multiple bioactive substances, includ-
ing monacolin k, which is chemically identical to lo-
vastatin, has been recognized as responsible for the 
cholesterol reducing effect of this compound (5). For 
the first time Monascus purpureus NART001 strain 
was successfully isolated by surface sterile technique 
as described in a previous study (6). Inoculation and 
cultivation of isolated Monascus purpureus NART001 
were performed using glutinous rice Oryza sativa L. 
The obtained strain showed macroscopic characteris-
tics, such as colour and colony shape, and microscopic 
features, with similarity to Monascus purpureus. As 
an alternative to traditional morphology-based species 
delimitation, the identification of a new fungal species 
could be made using differences in DNA sequence data. 
With modern approaches based on DNA sequences, it is 
possible to accurately identify unknown fungal species 
(7). DNA analysis offers the potential benefits of high 
sensitivity and rapid detection (8). The species identifi-
cation of fungi has been based primarily on the use of 
variable ribosomal-DNA (rDNA) internally transcribed 
spacer (ITS) regions, which generally provide greater 
taxonomic resolution than those from coding regions 
(9). The aim of the present study was to perform the 
DNA identification of the strain using DNA sequencing 
analysis for molecular species identification. 

Introdução

A visão do Programa de Investigação da Comunidade 
Europeia para 2014-2020, denominado Horizonte 2020, 
é criar uma sociedade mais inteligente, mais sustentável 
e mais inclusiva. No entanto, este é um esforço global, 
que também é importante para micologistas em todo o 
mundo, porque inclui um papel especial para fungos e 
produtos fúngicos. O Documento Horizonte 2020 subli-
nha que as metas e os objectivos mais importantes para 
os Programas de Investigação Comunitária são abordar 
os principais desafios globais. Entre os desafios de priori-
dade estão a melhoria da saúde humana, combater doen-
ças de estilo de vida e garantir a segurança alimentar para 
uma população em rápido crescimento. Fungos e produ-
tos fúngicos também são instrumentais na produção de 
alimentos fermentados para melhorar a saúde (1). Os pro-
dutos de fermentação de Monascus purpureus têm sido 
amplamente utilizados, por pessoas principalmente nos 
países asiáticos, durante muitos séculos como corantes 
alimentares, conservantes e na medicina tradicional (2). 
As propriedades medicinais do arroz vermelho fermen-
tado têm um impacto favorável nos perfis lipídicos de 
pacientes hipercolesterolémicos (3, 4). O arroz vermelho 
fermentado é constituído por várias substâncias bioacti-
vas, incluindo a monacolina k, que é quimicamente idên-
tica à lovastatina, que tem sido reconhecida como a res-
ponsável pelos efeitos de redução do colesterol (5). Pela 
primeira vez a estirpe NART001 de Monascus purpureus 
foi isolada com sucesso por técnica estéril de superfície 
como descrito num estudo prévio (6). A inoculação e o 
cultivo do isolado de Monascus purpureus NART001 
foram realizados utilizando arroz glutinoso Oryza sa-
tiva L. A estirpe obtida apresentou características ma-
croscópicas, como cor e forma das colónia, assim como 
características microscópicas, semelhantes ao Monascus 
purpureus. Como alternativa à delimitação tradicional de 
espécies baseadas na morfologia, a identificação de uma 
nova espécie fúngica poderá ser feita observando diferen-
ças nos dados de sequência de DNA. Com as abordagens 
modernas baseadas em sequências de DNA, é possível 
identificar com precisão espécies fúngicas desconhecidas 
(7). A análise de DNA oferece os potenciais benefícios da 
detecção altamente sensível e rápida (8). A identificação 
de espécies de fungos baseia-se principalmente na uti-
lização de regiões variáveis   de espaçador interno trans-
critas (ITS) de DNA ribossomal (rDNA) que geralmen-
te proporcionam maior resolução taxonómica do que as 
regiões codificadoras (9). O objetivo do presente estudo 
foi realizar a identificação do DNA da estirpe, utilizando 
uma análise de sequenciamento de DNA para identifica-
ção de espécies moleculares.
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Materials and Methods

An axenic culture of Monascus purpureus NART001 
was used. A colony of culture medium was minced 
with a sterile blade and suspended in 65 µl of phos-
phate buffered saline. Three drops of the suspension 
were applied on a FTATM Micro Indicating Card (GE 
Healthcare, USA), which was then left to dry at room 
temperature for two hours. The card was sent to STAB 
Vida (http://www.stabvida.com/pt/) for extraction, am-
plification, and sequencing of DNA. 
A punch of 2 mm from the card containing the sam-
ple identified as ID029 was taken for the purification of 
nucleic acids using the FTA Reagent Purification rea-
gent (GE Healthcare, USA). After the DNA was puri-
fied, PCR was performed directly on the card punch in a 
thermal cycler (8800 MyCycler, Agilent Technologies, 
USA). The reaction mixture was made using the Surf 
Hot Taq kit (STAB LIFE, Portugal), containing 10 x 
PCR Buffer, 1.5 mM MgCl2,  0, 2 mm dNTP mix, 0.4 
μM universal forward primer (27F- AGAGTTTGATC-
MTGGCTCAG) universal primer and reverse (1492R-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) and Surf Hot 2U 
Taq DNA polymerase. Milli-Q sterile water was used 
to bring the total volume to 25 µL prior to initiation 
of the reaction. The sample was subjected to an initial 
denaturation of 95 ºC for 15 minutes, followed by 35 
cycles with a denaturation of 95 ºC for 30 seconds, an-
nealing the 51 ºC for 30 seconds, and extension to 70° 
C for 2 minutes. The final extension was 70 ºC for 5 
minutes. PCR products were purified using carboxy-
lated magnetic beads (MCLab, USA) and the prod-
ucts were analyzed via agarose gel (1.5%) in TAE 1 
x buffer, and using the marker kit GeneRuler Express 
DNA Ladder. The gel was examined in a transllumi-
nator and via BOX5 VX5 (Vilbert Lourmat, France), 
with the aid of the intercalating agent GelRed (Biotium, 
USA), Figure 1. The primers used for sequencing the 
universal primers are indicated in Table 1. Sequencing 
was performed using the BigDye Terminator 3 kit (Ap-
plied Biosystems, USA) and the fragments were ana-
lyzed in 3730XL DNA Analyzer sequencer (Applied 
Biosystems, USA). Generated sequences were aligned 
using the Sequencher software 5.0 (GeneCodes, USA) 
in order to generate the consensus sequence. Consen-
sus sequences were aligned against the nucleotide Ba-
sic Local Alignment Search Tool (BLAST) database 
(10). With thistool, non-matching nucleotides from the 
standard nucleotide BLAST result against NCBI data-
base would be indicated, and  the highest identity value  
used to attribute the suggested species. 

Materiais e Métodos

Utilizou-se uma cultura axénica de Monascus purpu-
reus NART001. Uma colónia do meio de cultura foi 
picada com uma lâmina estéril e suspensa em 65 μL de 
tampão fosfato-salino. Foram aplicadas 3 gotas da sus-
pensão obtida num Micro Cartão FTA, e deixadas secar 
à temperatura ambiente durante 2 horas. A extração e 
amplificação de DNA, bem como o sequenciamento 
foi feito na STAB Vida (http://www.stabvida.com/pt/), 
para onde o cartão foi enviado.
Do Cartão FTA, foi retirado para a purificação de áci-
dos nucleicos uma punção de 2mm identificada como 
amostra ID029 utilizando o reagente FTA Reagent Pu-
rification (GE Healthcare, EUA). Após a purificação do 
ADN, a PCR foi realizada directamente na punção no 
termociclador 8800 MyCycler (Agilent Technologies, 
EUA). A mistura reaccional foi preparada utilizando o 
kit Surf Hot Taq (STAB LIFE, Portugal), contendo 10 x 
tampão de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 0, 2 mm de mistura 
de dNTP, 0,4 μM de primer universal (27F- AGAGT-
TTGATCMTGGCTCAG) 1492R-TACGGYTACCT-
TGTTACGACTT) e Surf Hot 2U Taq DNA polime-
rase. Utilizou-se água estéril Milli-Q para completar 
um volume total de 25 μL antes do início da reacção. 
A amostra foi submetida a uma desnaturação inicial a 
95 ºC durante 15 minutos, seguida de 35 ciclos com 
desnaturação a 95 ºC por 30 segundos, anelamente a 51 
ºC por 30 segundos e extensão a 70 ºC por 2 minutos. 
A extensão final foi de 70 ºC durante 5 minutos. Os 
produtos da PCR foram purificados utilizando esferas 
magnéticas carboxiladas (MCLab, EUA) e analisados   
em gel de agarose (1,5%) em tampão TAE 1 x e utili-
zando o marcador kit GeneRuler Express DNA Ladder. 
A foto do gel foi revelada em transluminador e-BOX5 
VX5 (Vilbert Lourmat, França), com a ajuda do agente 
intercalante GelRed (Biotium, EUA) Figura 1. Os pri-
mers utilizados para sequenciar os primers universais 
são mencionados na Tabela 1. A sequenciação foi efec-
tuada utilizando o kit BigDye Terminator 3 (Applied 
Biosystems, EUA) e os fragmentos foram analisados   no 
3730XL DNA Analyzer sequencer (Applied Biosyste-
ms, EUA). As sequências geradas foram alinhadas uti-
lizando o software Sequencher 5.0 (GeneCodes, EUA), 
para gerar a sequência de consenso. As sequências de 
consenso foram alinhadas com a base de dados de nu-
cleotídeo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(10). O aparecimento de bases a negrito na tabela sig-
nifica que existem nucleotídeos das sequências de con-
senso geradas que não estavam alinhados com a base de 
dados de nucleotídeos BLAST. Foi considerado o valor 
mais elevado para atribuição da espécie sugerida.
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 27F 5’ – AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3’ 

518F 5’ – CCAGCAGCCGCGGTAATACG – 3’ 

800R 5’ – TACCAGGGTATCTAATCC – 3’ 

1492R 5’ – TACGGYTACCTTGTTACGACTT – 3’ 

 

 

 

 

                  

Figure 1/ Figura 1 - Agarose gel electrophoresis (1.5%, 100v, 20 minutes) i) Agarose (1%) 
gel electrophoresis of the PCR product. 1µl of PCR product was loaded into the gel. ii) DNA 
Ladder. 5 µl of DNA Ladder was used in the agarose gel electrophoresis/ Electroforese em 
gel de agarose (1,5%, 100v, 20 minutos) i) Produto do PCR em gel de agarose (1%). foi 
colocado 1µl do produto do PCR no gel. ii) DNA Ladder. 5 µl of DNA Ladder foi usado na 

eletroforese em gel de agarose.

Table 1/ Tabela 1 - The primers used for sequencing the universal primers/  
Primers utilizados na sequenciação dos primers universais.
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Results

All obtained bases for the studied sample indicate no 
non-matching nucleotides when compared with the nu-
cleotides expected for Monascus purpureus (Table 2). 
The amplified DNA in the sample showed 100% iden-
tity with Monascus purpureus (Table 3).

Resultados

Todas as bases apresentam-se uniformes (Tabela 2). O 
que sugere a inexistência de nucleotídeos não alinha-
dos. A amostra ID029 apresentou 100% de identidade 
com o Monascus purpureus (Tabela 3).

Sample ID FASTA  (Consensus sequence) 

ID029 

CCAACCTCCCACCCGTGATTATTGTACCTCCTGTTGCTTCGGCGCGGCCC 
CCTGGGGCCCGCCGGAGACATCTTCTCGAACGCTGTCTTTGAAAAGGATTG
CTGTCTGAGTAAACATACCAAATCGGTTAAAACTTTCAACAACGGATCT 
CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG 
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCC 
CTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACTGCCCCTCAAGC
GCGGCTTGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCTGCGCCTCCGGGCAACGGGGACG
GGCCCGAAAGGCAGTGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGC
TTTGTCACCCGCTCAGTAGGTCGGGCCGGGGCCTTTGCCCTCTCCAACCTTT
TTTTCCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGG
CGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCCCCTCCGGGGTCC
GCGTTGTAATTTGCAGAGGATGCTTCGGGCTCAGCCCCCGTCTAAGTGCCC
TGGAACGGGCCGTCGGAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGGACGGGGTGCCT
GGGTCCATGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGACCGAT
AGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAG
TTAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGATCAGACTCG
CCTGCGGGGTTCAGCCGGCATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCGTGGGCGGGC
CAGCGTCGGTTCGGGTGGCCGGTCAAAGGCCCCGGGAATGTGTCGCCCTC
CGGGGCGTCTTATAGCCCGGGGTGCCATGCGGCCTACCTGGACCGAGGAA
CGCGCTTCGGCTCGGACGCTGGCGTAATGGTCGTAAGCGAC 

 

 

                  

  

Sample 
ID/Amostra 

Nº 

Sugested 
species/Espécie 

sugerida 

Accession number 
/Número de acesso 

(NCBI) 

Identity/Identi
dade (%) 

ID029 Monascus purpureus AF033394.1 100 

 
 

Table 2/ Tabela 2 - Consensus sequences obtained from sample sequencing generated data/ 
Sequências de consenso obtidas a partir de dados gerados pelo sequenciamento da amostra.

Table 3/ Tabela 3 -  Suggested species of each consensus sequence BLASTed against NCBI 
nucleotide database/ Espécie sugerida como resultado da sequência submetida que é coberta 

pelo alinhamento por comparação com os nucleotídeos da base de dados NCBI.
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Discussion

In the present study, DNA identification of Monas-
cus purpureus NART001 strain was performed using 
DNA sequencing analysis for molecular species identi-
fication. The combination of the highest identity, total 
score and query cover values were used to attribute the 
suggested species. The obtained result showed similar-
ity with a recent study (11) on identification using a 
Monascus purpureus isolate. 
Monascus purpureus is a commercially important or-
ganism owing to its production of the beneficial com-
pound monacolin k (12), which has been shown to have 
a favorable impact on lipid profiles of hypercholester-
olemic patients. 
Before initiating Monascus-fermented product produc-
tion, is important to identify the species in order to ob-
tain the complete metabolic profile, including pigments 
and monacolins.
Further studies on genes related to monacolin k bio-
synthesis from the Monascus purpureus  NART001 
strain could provide useful information on secondary 
metabolic processes and optimize it as a better source 
of monacolin k.

Conclusion

In this study the identification of the strain, using a 
DNA sequencing analysis for molecular species iden-
tification were performed and results of investigation 
revealed that the Monascus purpureus NART001 strain 
showed 100% identity with Monascus purpureus. 
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Discussão 

No presente estudo foi possível realizar a identificação 
do DNA da estirpe NART001 de Monascus purpureus, 
utilizando uma análise de sequenciamento de DNA para 
identificação de espécies moleculares. A combinação 
dos valores mais altos de identidade, pontuação total e 
consulta foi utilizada para atribuição das espécies suge-
ridas. O resultado obtido mostrou similaridade com um 
estudo recente (11) sobre identificação utilizando um 
isolado de Monascus purpureus.
Monascus purpureus é um organismo comercialmente 
importante devido à sua produção de monacolina k (12) 
responsável pelo impacto favorável no perfil lipidico de 
indivíduos dislipidémicos. 
 Antes de dar início à produção de produtos fermenta-
dos com Monascus é importante identificar as espécies 
para se obter o perfil de metabólitos adequado, como 
pigmentos e monacolinas.
Estudos a realizar num futuro próximo sobre genes re-
lacionados com a biossíntese de monacolina k da estir-
pe NART001 de Monascus purpureus podem fornecer 
informações úteis sobre processos metabólicos secun-
dários e optimizá-lo como um melhor recurso de mo-
nacolina k.

Conclusão

Neste estudo, foi realizada a identificação da estirpe 
utilizando uma análise de sequenciação de DNA para 
identificação de espécies moleculares, e os resultados 
da investigação revelaram que a estirpe Monascus pur-
pureus NART001 apresentou 100% de identidade com 
Monascus purpureus.
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