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Andrographis paniculata (AP) also known as the King of Bitters is a medicinal 

herb from the family Acanthaceae. The herb is blessed with curative effects 

such as anticancer, anti HIV, antiviral, anti diabetes and anti hepatitis, etc. To 

date AP has not been subjected to deep genetic scrutiny. The objective of this 

study was to evaluate the genetic mechanisms controlling the agro-

morphological and anticancer phytochemicals using classical and molecular 

methods in AP. The factors affecting low crossability as well as strategies to 

overcome this natural barrier were investigated in this exploration. For this 
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purpose, a total of seven Malaysian AP accessions from six different states 

including Kelantan, Negeri Sembilan, Pahang (two accessions), Perak, Selangor 

and Terengganu were chosen to inspect the crossability and hybrid seed 

production using combined molecular and morpho-phenological approaches. 

The effect of cross combination, style length and time of hand-pollination on 

crossability was reflected in the significant chi-square value using 

nonparametric analysis based on Kruskal-Wallis test.  

 

For documentation of the genetic distance (GD) effect on crossability, the 

accessions were subjected to 55 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

primers. However genetic distance based on Simple Matching method (SM) 

which ranged between 0.05 and 0.32 indicated the presence of a low genetic 

diversity among the studied accessions, but even a low GD decreased the rate 

of crossability.  

 

Phylogenetic analysis was performed using three chloroplast genes consisting 

of Internal Transcribed Spacer Region (ITS), Plastid matK regions, rps16 gene 

and trnL-F intron region along with phytochemical markers. The obtained 

results indicated that plastid genes are carrying a divergent nucleotide 

composition in the amplified fragments. Malaysian AP accessions are also 

significantly diverse (P≤0.01), in AG, NAG, and DDAG content. The novel part 



© C
OPYRIG

HT U
PM

v 
 

of this experiment came out with amplification of ITS and matK genes in this 

plant. 

 

As an important outcome, the effect of genetic distance revealed by the 

morphological characteristics on crossability of the accessions found to be 

neutral. Unlike the morphological markers, the phytochemical markers were 

negatively associated with crossability percentages. The GD revealed by the 

plastid genes based on Jukes-Cantor corrected distance, created the same results 

with phytochemical and RAPD markers.  

In another independent experiment, twenty-four microsatellite markers were 

applied on the AP accessions. These markers proved the presence of a fixed 

heterozygosity phenomenon in the herb. This achievement was remarkable as it 

happens when a population experiences repeated bottlenecks in population 

size. Another considerable upshot of the present study was introducing the 

Malaysian AP accessions as a cryptic species, while according to the changes in 

the microsatellite repeat motifs, they were genetically different than their Indian 

ancestors.    

The final research of this study evaluated the genetic base of the important 

traits using diallel analysis. The results demonstrated that both additive and 

non-additive gene effects contribute in controlling morphological and 

phytochemical traits of this species. The results also showed that most of 

morphological traits were under additive gene effects, in contrast, the 
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phytochemical traits were affected by non-additive effects. Both negative and 

positive heteroses was estimated for different traits at the mid-parent and 

better-parent levels. Perhaps such results can draw a bright horizon for 

breeding of the prolific varieties in the future. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



© C
OPYRIG

HT U
PM

vii 
 

 

 

 
Abstrak tesis yang dikemukakan kepada Senat Universiti Putra Malaysia  

sebagai memenuhi keperluan untuk ijazah Doktor Falsafah 
 

 

KEUPAYAAN KACUKAN DAN ANALISIS GENETIK POPULASI 
ANDROGRAPHIS PANICULATA NEES. MENGGUNAKAN PENANDA 

FENOTIP DAN MOLEKUL 
 

 

Oleh 

 

ALIREZA VALDIANI 

 

Mei  2012 

 

Pengerusi : Profesor Madya Mihdzar Abdul Kadir, PhD 

Fakulti : Pertanian 

 

Andrographis paniculata (AP) juga dikenali sebagai Raja segala pahit adalah 

herba perubatan dari keluarga Acanthaceae. Herba ini diberkati dengan kesan 

penyembuhan seperti antikanser, anti HIV, antivirus, anti diabetis dan anti 

hepatitis, dan sebagainya. Buat masa ini AP tidak tertakluk kepada penelitian 
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genetik yang mendalam. Objektif kajian ini adalah untuk menilai mekanisme 

genetik yang mengawal agro-morfologi dan fitokimia antikanser menggunakan 

kaedah klasik dan molekular dalam AP. Faktor-faktor yang mempengaruhi 

keupayaan kacukan rendah serta strategi untuk mengatasi halangan semula 

jadi ini telah dikaji dalam penyelidikan ini. Bagi tujuan ini, sebanyak tujuh AP 

aksesi Malaysia dari enam negeri termasuk Kelantan, Negeri Sembilan, Pahang 

(dua aksesi), Perak, Selangor dan Terengganu telah dipilih untuk memeriksa 

keupayaan kacukan dan penghasilan benih hibrid yang menggunakan 

gabungan pendekatan molekul dan morpho-fenolog. Kesan kacukan gabungan, 

panjang stil dan masa pendebungaan-tangan pada keupayaan kacukan 

ditunjukkan dengan nilai Chi-kuasa dua yang signifikan menggunakan analisis 

tak berparameter berdasarkan ujian Kruskal-Wallis. 

 

Untuk dokumentasi kesan jarak genetik (GD) terhadap keupayaan kacukan, 

aksesi telah tertakluk kepada 55 random penguatan primer polimorfik DNA 

(RAPD). Walau bagaimanapun, jarak genetik berdasarkan kaedah pemadanan 

Mudah (SM) adalah antara 0.05 dan 0.32 menunjukkan kehadiran kepelbagaian 

genetik yang rendah di kalangan aksesi yang dikaji, walaupun GD rendah ia 

turut mengurangkan kadar keupayaan kacukan. 

 

Analisis filogenetik telah dilakukan dengan menggunakan tiga gen kloroplas 

yang terdiri daripada Bahagian Spacer ditranskripsikan Dalaman (ITS), 
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bahagian matK Plastid, rps16 gen dan trnL-F bahagian intron mengiringi 

dengan penanda fitokimia. Keputusan yang diperolehi menunjukkan bahawa 

gen plastid membawa komposisi  nukleotida yang luas dalam cebisan-cebisan 

yang diampflikasikan. Aksesi Malaysia juga adalah bererti dari segi keluasan  

(P≤0.01), dari segi kandugan AG, NAG, dan DDAG. Bahagian novel 

eksperimen ini menghasilkan amplifikasi gen matK ITS  dalam tumbuhan 

untuk pertama kalinya. 

 

Sebagai hasil yang penting, kesan jarak genetik yang diturunkan oleh ciri-ciri 

morfologi pada keupayaan kacukan aksesi yang didapati bersikap neutral. 

Berbeza dengan penanda morfologi, penanda fitokimia menunjukkan korelasi 

negatif dengan peratusan keupayaan kacukan. GD ditunjukkan oleh gen 

plastid berdasarkan jarak diperbetulkan Jukes-Cantor antara kedua-dua 

jujukan, menunjukkan keputusan yang hampir sama dengan penanda fitokimia 

dan penunjuk RAPD. 

  

Dalam satu lagi kajian bebas, 24 penanda mikrosatelit telah dikenakan ke atas 

aksesi AP. Penanda ini membuktikan kehadiran heterozigositi tetap dalam 

tumbuhan ini. Hasil ini adalah penting kerana ia berlaku apabila populasi 

mengalami kesesakan yang berulang kali dalam saiz populasi. Satu lagi 

kesudahan yang menarik kajian ini adalah memperkenalkan AP sebagai spesis 

kriptik semasa mengikut perubahan dalam motif mikrosatelit yang berulang, 
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Malaysia AP adalah berbeza dari segi genetik berbanding  keturunan asalnya 

dari India. 

Bahagian terakhir projek ini adalah menilai genetik asas sifat-sifat penting yang 

menggunakan analisis diallel. Hasil menunjukkan kehadiran kedua-dua kesan 

gen penambah dan kesan gen bukan penambah menyumbang dalam 

mengawal sifat-sifat morfologi dan fitokimia species ini. Hasil kajian 

menunjukkan bahawa kebanyakan sifat morfologi adalah di bawah kesan gen 

penambah manakala sifat fitokimia dipengaruhi oleh kesan gen bukan 

penambahah. Kedua-dua heterosis negatif dan positif dicatatkan untuk sifat 

berbeza pada induk pertengahan dan tahap induk yang lebih baik. Keputusan 

analisis diallel memberi ufuk cerah untuk pembiakbakaan  varieti prolifik pada 

masa depan. 
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