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ABSTRACT

Phenotype determination of sex in young canaries is very low in accuracy. This study aimed
to develop a genotypic sexing method in canaries. This study used 12 canaries consisting of
3 mature males, 3 mature females and 6 one-month-old canaries. Phenotypic sexing by
cloacal observation was done on all birds, continued by genotypic sexing to identification
CHD1 gene using polymerase chain reaction (PCR). The PCR used blood samples for mature
canaries, and feather for mature and one-month-old canaries. The results of phenotypic
observations showed that all mature male canaries had prominent and pointed cloaca forms,
all mature females had flat and wide, whereas all one-month-old birds had a flat cloaca. The
result of PCR showed a single band (500 bp) for mature male and double bands (500 bp and
300 bp) for mature female canaries. The PCR results of one-month-old canaries showed that
there were one male and five females. Based on this study, it was concluded that genotypic
sexing using the PCR method is effective in the sex determination of canaries.

Keywords: canary, CHD1, genotype, PCR, sexing

ABSTRAK

Penentuan jenis kelamin burung kenari muda secara fenotip akurasinya sangat rendah.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan jenis kelamin burung kenari secara genotip.
Penelitian ini menggunakan 12 ekor burung kenari, terdiri dari 6 ekor dewasa (3 jantan, 3
betina) serta 6 ekor umur 1 bulan. Semua burung ditentukan jenis kelaminnya dengan
mengamati kloaka dan identifikasi gen CHD1 menggunakan teknik polymerase chain reaction
(PCR). Sampel DNA berasal dari darah dan bulu untuk burung dewasa serta bulu untuk
burung umur 1 bulan. Pengamatan fenotip menunjukkan bahwa burung kenari dewasa jantan
mempunyai bentuk kloaka menonjol dan runcing, dewasa betina berbentuk datar dan lebar,
sedangkan semua burung umur 1 bulan mempunya bentuk kloaka datar. Hasil identifikasi gen
CHDL1 diperoleh adanya 1 pita gen sekitar 500 bp dari sampel darah dan bulu semua burung
kenari dewasa jantan, dan 2 pita gen sekitar 500 bp dan 300 bp dari sampel semua burung
kenari betina dewasa. Hasil PCR pada sampel burung umur 1 bulan menunjukkan bahwa 1
ekor jantan dan 5 ekor betina. Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penentuan
jenis kelamin secara genotip menggunakan gen CHD1 dapat dilakukan pada burung kenari.
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PENDAHULUAN

Masyarakat Indonesia sejak lama
gemar memelihara burung kenari (Serinus
canaria) karena kicauan, variasi dan
kombinasi warnanya yang beragam (Jepson
2010, Julita et al. 2015). Kicauan burung
kenari jantan sangat bervariasi, memiliki
irama lagu yang baik, dan berdurasi panjang.
Menurut Amy et al. (2018) vokalisasi burung
dibagi menjadi dua tipe yaitu nyanyian
(songs) dan panggilan (calls). Nyanyian
burung kenari jantan lebih panjang dan
merupakan vokalisasi kompleks, sedangkan
burung betina hanya menghasilkan suara
yang cenderung lebih pendek dan sederhana
(Catchpole dan Slater 2008). Perbedaan
suara tersebut menyebabkan pecinta burung
hanya melombakan burung kenari jantan
saja, sehingga meningkatkan harga kenari
jantan.

Pemeliharaan dan pelatihan kenari
akan dilakukan pada usia semuda mungkin
oleh penggemar burung dengan cara khusus,
agar nyanyian kenari jantan sesuai yang
diinginkan. Kendala yang dihadapi adalah
sulitnya menentukan jenis kelamin burung
kenari sedini mungkin. Biasanya burung
kenari baru dapat dibedakan jenis
kelaminnya pada usia diatas empat bulan,
tetapi pada usia tersebut burung sudah sulit
untuk dibentuk suara kicauannya. Para
penggemar burung Kkenari selama ini
melakukan penentuan jenis kelamin hanya
berdasarkan prediksi saja, sehingga mereka
sering salah memilih jenis kelamin. Salah
satu metode yang sering digunakan adalah
dengan melihat bentuk kloaka, dimana pada
kloaka burung jantan lebih menonjol dan
runcing sedangkan kloaka burung betina
cenderung lebih datar/rata (O'Dwyer et al.
2006).

Teknik penentuan jenis kelamin pada
burung secara molekuler mulai banyak
dikembangkan khususnya menggunakan
metode polymerase chain reaction (PCR).
Metode tersebut dikembangkan berdasarkan
penanda kromosom spesifik. Burung betina
memiliki kromosom Z dan W, sedangkan
burung jantan memiliki dua kromosom Z
(Fridolfsson dan Ellegren 1999). Salah satu
gen yang digunakan dalam penentuan jenis
kelamin menggunakan metode PCR adalah
chromodomain helicase DNA-binding 1
(CHD1). Adanya perbedaan amplicon antara

CHD1Z dan CHD1W digunakan untuk
identifikasi jenis kelamin pada burung (Chen
etal. 2012, Morinha et al. 2012). Penggunaan
pasangan primer CHD1F/CHD1R untuk
penentuan jenis kelamin dari 77 spesies
burung yang terdiri dari 230 individu
menunjukkan akurasi yang lebih tinggi, yaitu
sebanyak 91,2%  dibanding dengan
pasangan primer 2550R/2718F, 56,2% dan
pasangan primer P2/P sebanyak 50,9%
(Cakmak et al. 2017).

Penggunaan metode PCR dalam
penentuan jenis kelamin telah lazim
digunakan pada berbagai jenis burung
(Morinha et al. 2011a, Morinha et al. 2011Db,
Vali and Doosti 2011, Khaerunnisa et al.
2013, Cakmak et al. 2017, Nugraheni et al.
2019, Purwaningrum et al. 2019), tetapi
belum banyak dilakukan pada burung
berkicau khususnya pada burung kenari.
Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan
penentuan jenis kelamin burung kenari
secara genotip berdasarkan gen CHD1, yang
dibandingkan dengan gambaran kloaka
secara fenotip.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan lokasi penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan
Agustus—Oktober 2018 di Laboratorium
Departemen Illmu Penyakit Dalam, Fakultas
Kedokteran Hewan, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta. Penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Gadjah Mada, nomor: 0012/EC-
FKH/Int/2018.

Bahan

Penelitian ini menggunakan 12 ekor
burung kenari yang terdiri dari enam ekor
kenari dewasa umur enam bulan yang sudah
diketahui jenis kelaminnya, tiga jantan (J1, J2
dan J3) dan tiga betina (B1, B2, dan B3),
serta enam ekor burung kenari muda
berumur satu bulan (Al, A2, A3, A4, A5, A6)
yang belum diketahui jenis kelaminnya
(Gambar 1). Burung didapatkan dari
peternakan kenari di wilayah Provinsi Daerah
Istimewa Yogyakarta.

Sampel yang digunakan  untuk
penentuan jenis kelamin secara genotip
adalah darah untuk burung dewasa dan bulu
ekor/sayap untuk semua burung. Bahan lain
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yang dipakai adalah phosphate buffer saline
(PBS), DNA gSYNC™ DNA Extraction Kit,
Cat. No. GB100 (Geneaid, Taiwan), PCR-Mix
(Geneaid, Taiwan), agarose (1lst Base,
Singapura), DNA loading dye, 0,5 tris borate-
EDTA buffer (TBE), marka standar DNA dan
pasangan primer CHD1F (5°'- TAT CGT
CAG TTT CCT TTT CAG GT-37) dan
CHDI1R (5" -CCT TTT ATT GAT CCA TCA
AGC CT-37) (Lee etal. 2010).

Pengamatan fenotip

Sebanyak 12 ekor burung kenari
diamati ciri fisik atau penanda fenotipnya
untuk  menentukan jenis  kelaminnya.
Parameter yang diamati dalam pengamatan
fenotip adalah bentuk kloaka. Pengamatan
bentuk kloaka dilakukan dengan melihat
bentuk kloaka. Apabila kloaka lebih menonjol
dan runcing, maka dimasukkan sebagai
burung jantan, sedangkan kloaka lebih
datar/rata dan lebar dimasukkan sebagai
burung betina.

Uji genotip
Penentuan jenis kelamin secara
genotip pada burung kenari dewasa

dilakukan dengan mengisolasi DNA dari
darah dan bulunya. Sampel darah dikoleksi
menggunakan tabung mikrohematokrit dari
kapiler ujung jari kaki, kemudian dimasukkan
ke dalam tabung Eppendorf yang berisi 200
pL PBS. Isolasi DNA dari sampel darah
selanjutnya dilakukan dengan mengikuti
protokol dari pabrik gSYNC™ DNA Extraction
Kit, Cat. No. GB100 (Geneaid, Taiwan).
Sampel bulu diambil dari sayap dan/atau ekor
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sebanyak tiga helai, bagian calamus-nya
dipotong-potong  menjadi  0,5-1 cm,
kemudian dimasukkan ke dalam tabung
Eppendorf. Isolasi DNA selanjutnya dilakukan
dengan mengikuti protokol dari gSYNC™
DNA Extraction Kit, Cat. No. GB100
(Geneaid, Taiwan). Sebanyak 200 pL buffer
GST dan 20 pL proteinase K dimasukkan ke
dalam tabung Eppendorf yang berisi sampel
darah/bulu, di-vortex dan diinkubasi pada
suhu 60°C selama satu malam. Sampel
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
14.000 rpm selama 2 menit, supernatan
dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf
yang baru dan ditambahkan 200 pL buffer
GSB. Selanjutnya sebanyak 200 uL etanol
absolut ditambahkan, dikocok selama 10
detik, larutan dipindahkan ke dalam GS
column, kemudian disentrifugasi selama 1
menit dengan kecepatan 14.000 rpm. GS
column diletakkan ke dalam tabung koleksi
dan ditambahkan 400 pL W1 buffer ke dalam
GS column, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 14.000 rpm selama 30 detik. GS
column selanjutnya diletakkan ke dalam
tabung koleksi yang baru, kemudian
disentrifugasi selama 3 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm. GS column
dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf dan
ditambahkan 100 pL buffer elusi, didiamkan
selama 3 menit, kemudian disentrifugasi
selama 30 detik dengan kecepatan 14.000
rpm. Hasil elusi yang berisi DNA selanjutnya
dapat langsung dilakukan amplifikasi DNA
atau disimpan pada suhu —20°C.

Sampel DNA vyang didapatkan
diamplifikasi menggunakan teknik PCR

Gambar 1. Burung kenari. (J2) Burung kenari dewasa. (A1) Burung kenari umur 1 bulan
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sesuai dengan metode Lee et al. (2010)
menggunakan mesin thermocycler PCR
Primus 25 Advanced® (Peglab, Jerman).
Amplifikasi dilakukan dengan komposisi total
sebanyak 25 uL yang terdiri dari 12,5 puL 2x
MyTaq HS Red Mix, 1 yL primer CHD1F, 1 pL
primer CHD1R, 5 uL DNA template, dan 5,5
pL ddH20. Program PCR adalah 1 siklus pre-
denaturasi pada suhu 94°C selama lima
menit, diikuti 32 siklus denaturasi pada suhu
95°C selama satu menit, annealing pada
suhu 48,3°C selama satu menit, elongasi
pada suhu 72°C selama satu menit, dan
diakhiri post-elongasi selama lima menit (Lee
et al. 2010). Produk PCR dielektroforesis
pada gel agarose 1,5% (1st Base, Singapura)
dalam larutan 0,5 TBE dengan tegangan 70
V selama 35 menit. Pita DNA hasil
elektroforesis divisualisasi dengan ultra violet
(UV) transiluminator dan didokumentasi.
Metode tersebut selanjutnya dipakai untuk
penentuan jenis kelamin burung yang
berumur satu bulan, tetapi sampel yang
diambil hanya bulu saja karena menghindari
stres akibat pengambilan darah.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan jenis kelamin pada burung,
yaitu penentuan jantan atau betina sangat
penting dilakukan sedini mungkin untuk
kepentingan breeding maupun pembentukan

karakter suara. Metode penentuan jenis
kelamin yang banyak dipakai oleh
masyarakat Indonesia adalah secara fenotip
dengan mengamati bentuk kloaka. Hasil
pengamatan bentuk kloaka burung kenari
pada penelitian ini adalah tiga ekor kenari
dewasa jantan (J1, J2 dan J3) memiliki
bentuk kloaka vyang menonjol, dan
meruncing. Semua (3 ekor) kenari dewasa
betina (B1, B2, dan B3) memiliki bentuk
kloaka yang datar dan lebih lebar. Hal
tersebut menunjukkan bahwa tiga ekor
kenari betina dewasa mempunyai kloaka
yang lebih datar dan lebar dibanding burung
jantan dewasa. Perbedaan bentuk kloaka
dapat dilihat pada Gambar 2. Namun
demikian, perbedaan bentuk kloaka ini tidak
dapat diamati pada sampel burung kenari
yang masih berumur 1 bulan. Hal ini
kemungkinan dapat ditemukan pada burung
dewasa yang sudah pernah bertelur,
sedangkan burung kenari betina umur 1
bulan belum dewasa kelamin dan belum
bertelur, sehingga kloaka belum mengalami
perubahan bentuk dari datar menjadi lebih
lebar atau menonjol. Menurut Sandmeier et
al. (2005) burung kenari mencapai
kematangan seksual terbaik pada umur
mendekati sepuluh bulan. Oleh karena itu
penentuan jenis kelamin berdasarkan

bentuk kloaka tidak dapat dipakai untuk
semua umur.

Gambar 2. Bentuk kloaka burung Kenari dewasa. Burung kenari jantan memiliki kolaka yang runcing dan menonjol
(J1). Burung Kenari betina memiliki kloaka yang lebih datar dan lebar (B1). Anak panah biru: kloaka; Anak

panah hijau: ekor



Amplifikasi gen CHD1 dengan
menggunakan sampel darah pada penelitian
ini menunjukkan bahwa 3 ekor burung kenari
jantan umur 6 bulan menghasilkan satu pita
dengan ukuran sekitar 500 bp saat dilakukan
visualisasi pada gel agarose dengan lampu
UV, sedangkan 3 ekor burung kenari betina
umur 6 bulan menghasilkan dua pita dengan
ukuran sekitar 500 bp dan 300 bp (Gambar
2). Pita dengan besaran yang sama juga

Marker J1 J2 J3

e —

Gambar 3. Hasil visualisasi produk PCR dengan
sampel darah. Marker: marker 100 bp.
Kenari jantan (J1, J2, J3) menghasilkan
satu pita pada sekitar 500 bp. Kenari
betina (B1, B2, B3) menghasilkan dua
pita pada sekitar 500 bp dan 300 bp

Marker J1

Gambar 4. Hasil visualisasi produk PCR dengan
sampel bulu. Marker: marker 100 bp.
hasil yang didapatkan dari sampel bulu
sama dengan hasil dari sampel darah
yaitu burung jantan (J1, J2, J3)
menghasilkan satu pita, sedangkan
burung betina (B1, B2, B3) menghasilkan
dua pita

Marker B1 Al A2

Gambar 5. Hasil visualisasi produk PCR burung umur
1 bulan. Marker: marker 100 bp. B1:
kontrol betina, Al, A2, A3, A4, dan A6
berjenis kelamin betina, sedangkan A5
berjenis kelamin jantan
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dihasilkan ketika menggunakan template
DNA dari sampel bulu. Burung kenari jantan
menghasilkan satu pita dengan ukuran
sekitar 500 bp dan burung kenari betina
menghasilkan dua pita dengan ukuran sekitar
500 bp dan 300 bp (Gambar 3). Menurut Sun
et al. (2017) teknik molekuler terutama yang
didasarkan pada PCR merupakan teknik
yang layak untuk penentuan jenis kelamin
pada burung. Penggunaan teknik penentuan
jenis kelamin molekuler merupakan teknik
yang cepat dan non-invasif dibandingkan
dengan teknik konvensional lainnya (Hsu et
al. 2009, Liu et al. 2010, Chen et al. 2012).

Salah satu teknik penentuan jenis
kelamin burung yang berkembang saat ini
adalah identifikasi secara molekuler terhadap
variasi gen chromodomain helicase DNA-
binding 1 (CHD1) pada kromosom Z dan W.
Gen CHD1 merupakan penanda yang valid
untuk membedakan jenis kelamin pada
berbagai jenis burung non-ratite (Fridolfsson
dan Ellegren 1999). Penemuan gen CHD1 W
dan Z memungkinkan penerapan teknik
molekuler untuk menentukan jenis kelamin
burung (Faux et al. 2014). Burung betina
memiliki dua kromosom yaitu kromosom Z
dan W, sedangkan burung jantan memiliki
dua kromosom Z (Fridolfsson dan Ellegren
1999, Brubaker et al. 2010, Chue dan Smith
2011, Sulandari dan Zein 2012, Ortega et al.
2017). Gen CHD1 memiliki sedikit perbedaan
ukuran dan urutan nukleotida antara
beberapa daerah intronik CHD1Z dan
CHD1W (Morinha et al. 2011b, Cakmak et al.
2017). Perbedaan amplicon antara CHD1Z
dan CHD1W ini yang digunakan untuk
identifikasi jenis kelamin pada burung (Chen
et al. 2012, Morinha et al. 2012). Visualisasi
hasil amplifikasi gen CHD1 pada penelitian ini
terlihat burung kenari jantan menghasilkan
satu pita yang menandakan burung jantan
memiliki dua kopi alel CHD1Z, sedangkan
burung betina menghasilkan dua pita
dikarenakan memiliki masing-masing satu
kopi alel CHD1Z dan CHD1W.

Berdasarkan hasil PCR, sampel bulu
dari burung kenari dewasa dapat digunakan
sebagai sumber DNA, karena memberikan
hasil yang sama dengan DNA yang berasal
dari darah. Penggunaan sampel bulu untuk
identifikasi kelamin pada burung kenari
sangat menguntungkan karena pengambilan
sampel darah pada burung kenari yang
berukuran kecil sangat berisiko terhadap
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Tabel 1. Hasil pengamatan kloaka burung kenari dewasa (n=6) dan umur 1 bulan (n=6) dibanding dengan hasil PCR

Kloaka Runcing

Umur Burung Hasil PCR Menonjol (ekor) Kloaka Datar (ekor) Kesimpulan
1 pita 3 0 jantan
6 bulan (dewasa) . .
2 pita 0 3 betina
1 pita 0 1 jantan
1 bulan (muda) . .
2 pita 0 5 betina

kelangsungan hidupnya. Penggunaan bulu
sebagai materi biologis dapat mempermudah
pengambilan sampel dan didapatkannya
kualitas dan kuantitas DNA yang baik. Secara
umum sampel darah dan bulu dapat
digunakan untuk mendapatkan jaringan yang
mengandung DNA untuk penentuan jenis
kelamin pada burung muda dan dewasa
(Wellbrock et al. 2012). Pengambilan sampel
darah memiliki batas maksimal yaitu 1% dari
berat tubuh. Burung kenari hanya memiliki
berat tubuh sekitar 20 g sehingga
pengambilan darah maksimal adalah 0,2 mL.
Pengunaan sampel bulu pada penelitian ini
bertujuan untuk meminimalisasi stres pada
burung dan juga sebagai alternatif sampel
selain darah. Menurut Brown dan Brown
(2009) pengambilan sampel darah
mengakibatkan penurunan 21-33% rata-rata
daya hidup tahunan pada cliff swallow
(Petrochelidon pyrrhonota).

Penggunaan bulu yang baru dicabut
merupakan cara yang sangat efektif untuk
mendapatkan sel yang diperlukan dalam
analisis DNA. Penggunaan bulu yang lepas
saat molting (proses bergantinya bulu tua)
pada burung sebagai sumber DNA memiliki
kelemahan yaitu kualitas dan kuantitas DNA
yang sedikit serta dapat terkontaminasi oleh
inhibitor PCR (Presti et al. 2013). Jumlah bulu
yang dapat digunakan dalam penentuan jenis
kelamin burung adalah dua helai bulu
sekunder sayap. Dengan dua helai bulu
tersebut sudah mencukupi jumlah DNA untuk
amplifikasi gen CHD1. Menurut Nugroho dan
Zein (2015) di dalam bulu terdapat endapan
darah dan sel hidup di dalam calamus.
Endapan darah dan sel yang berada di dalam
bulu tersebut yang digunakan sebagai
sumber DNA. Isolasi DNA pada burung dapat
dilakukan dengan jumlah darah yang sedikit
dikarenakan burung memiliki eritrosit yang
bernukleus (Nugroho and Zein 2015).
Menurut Bosnjak et al. (2013) bulu
merupakan sumber DNA yang andal dalam

penentuan jenis kelamin 32 spesies burung
paruh bengkok.

Tabel 1 dan Gambar 5 memperlihatkan
perbandingan penentuan jenis kelamin
secara genotip dan fenotipe pada burung
kenari umur 6 bulan dan 1 bulan. Kesesuaian
hasil penentuan jenis kelamin secara fenotip
dan genotip ditunjukkan pada burung umur 6
bulan, tetapi tidak pada burung yang berumur
1 bulan, Kondisi ini didukung dengan hasil
penelitan O'Dwyer et al. (2006) yang
melaporkan bahwa penentuan jenis kelamin
berdasarkan bentuk kloaka pada burung
Pterodroma leucoptera dewasa mempunya
akurasi yang sangat tinggi (96%). Hasil
penentuan jenis kelamin secara fenotip pada
burung kenari umur 1 bulan didapatkan
bahwa semua sampel burung mempunyai
kloaka yang datar menyerupai burung betina,
tetapi hasil penentuan genotip dari jenis
kelamin menunjukkan bahwa 1 ekor burung
jantan dan 5 ekor burung betina. Samanya
bentuk kloaka pada burung umur 1 bulan
kemungkinan karena belum berkembangnya
organ reproduksinya, dan untuk burung
betina muda juga belum pernah bertelur.
Mengacu pada beberapa referensi pada
unggas dan aves antara lain burung elang
Cooper (Accipiter cooperii), burung puyuh,
ayam, maka hasil PCR pada penelitian ini
yang menunjukkan 1 pita diidentifikasi
sebagai burung jantan dan yang
menghasilkan 2 pita diidentifikasi sebagai
burung betina, walaupun pada burung umur 1
bulan mempunyai bentuk kloaka yang sama
(Chen et al. 2012, Morinha et al. 2012).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini,
penentuan genotip dari jenis kelamin secara
molekuler pada burung kenari dapat
dilakukan menggunakan sampel darah atau
bulu, dan menghasilkan kualitas yang sama.
Penentuan jenis kelamin secara genotip pada



burung kenari dapat dilakukan mulai umur
muda (satu bulan).
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