BAB I 
PEMANFAATAN METODE TRANSFER EMBRIO DALAM
PROGRAM PERBAIKAN MUTU GENETIK TERNAK SAPI

1.1 Transfer Embrio dalam Industri Ternak Sapi 
Ilmu pengetahuan dan teknologi reproduksi yang berorientasi dalam peningkatan kuantitas dan kualitas ternak/satwa untuk kesejahteraan manusia telah berkembang dari teknologi reproduksi generasi pertama yaitu pengembangan dan aplikasi inseminasi buatan (IB), ke generasi kedua yang mengembangkan metode superovulasi (MOET) dan embrio tansfer (ET), ke generasi berikutnya yang ketiga, yang berkecimpung dalam pengembangan teknologi in vitro fertilisasi (IVF) dan produksi klon ternak (Toelihere 2006). Bahkan saat ini di negara yang maju sudah mencapai generasi keempat dan dalam taraf penelitian, yang bergerak dalam pengembangan rekayasa struktur deoxyribonucleic acid (DNA) untuk penciptaan hewan transgenik dan klon yang kandungan genetiknya telah dirancang bangun sesuai dengan tujuan tertentu (genetically modified organism, GMO).
Secara umum beberapa generasi teknologi reproduksi sudah dipakai secara luas a) sebagai teknologi reproduksi berbantuan untuk mengatasi baik infertilitas terutama di kedokteran umum atau kedokteran hewan, b) untuk peningkatan kualitas ternak dan produktivitas ternak, c) pelestarian plasma nutfah baik insitu atau exsitu. Teknologi reproduksi pada umumnya dapat dipakai secara tunggal atau dalam penerapan kombinasi untuk peningkatan produksi, menghasilkan makanan dan produk medis. Penggunaan (bio)-teknologi reproduksi yang memberikan dampak signifikan pada perubahan genetic dan insentif ekonomi untuk produksi dalam peternakan/kedokteran hewan akan mendapatkan perhatian dari segi etika dan aplikasi lapangan.
Salah satu teknologi reproduksi yang sudah rutin dipakai dalam upaya meningkatkan produksi ternak baik dari segi kwantitas maupun kwalitasnya adalah transfer embrio (TE). Aplikasi teknologi TE merupakan salah satu teknologi unggulan untuk meningkatkan mutu genetik (produktivitas dan populasi ternak). Transfer embrio merupakan teknologi reproduksi yang dipakai dalam program pemuliabiakan ternak dengan memanfaatkan bibit induk betina unggul dan juga jantan unggul secara maksimal untuk peningkatan produktivitas (jumlah dan kualitas) ternak. Tujuan TE adalah peningkatan produktivitas yang terintegrasi dengan perbaikan mutu genetik ternak dalam waktu yang singkat. 
Laporan pertama mengenai embrio  transfer pada sapi disampaikan oleh Umbaugh (1949) dan berikutnya pedet sapi pertama hasil embrio transfer pada tahun 1951 (Willet et al. 1951). Kejadian penting tersebut merupakan titik tolak dalam pengembangan teknologi yang memiliki arti nyata dalam pengetahuan reproduksi dan perbaikan mutu ternak (Betteridge 1986).  Penerapan embrio transfer secara komersial dimulai pada awal tahun 1970-an sebagai salah satu metoda pengembang biakan ternak sapi ketika bangsa dwiguna sapi Eropa (dual purpose breed) menjadi popular di Amerika Utara, Australia dan New Zealand.  Biaya tinggi impor sapi Eropa dan panjangnya periode karantina memakssa untuk mereduksi jumlah sapi impor, dan menimbulkan insentif ekonomi untuk memperbanyak jenis ternak sapi tersebut secepat mungkin. Peternak dan spekulator, terutama di Amerika Utara dan Australia, termotivasi untuk menyediakan modal yang diperlukan dalam evolusi merubah kegiatan embrio transfer secara laboratoris menjadi realitas komersial dan dilanjutkan dalam pengembangan embrio transfer skala industri. Penggiat embrio transfer yang sudah ada membentuk organisasi The International Embryo Transfer Society (IETS) di Denver, Colorado (USA) sebagai forum internasional untuk tukar menukar informasi mengenai ET. Anggotanya berasal dari lebih 43 negara, sebagian besar berasal dari USA, kemudian diikuti dari Eropa, Canada dan Australia (Stringfellow dan Seidel 1990, Stringfellow dan Givens 2010)  
Kalau ditinjau di negara-negara industri seperti Amerika Serikat (USA), dan Kanada  di tahun 1985 sekitar 200.000 embrio dari 20.000 ekor donor ternak sapi telah ditransfer keresipien dan diperkirakan sudah menghasilkan kelahiran 100.000 pedet melalui metode transfer embrio. Seleksi donor dengan criteria produksi dan genetik unggul  mengakibatkan jumlah donor sedikit dengan perbandingan satu donor sapi perah diperoleh dari 1.500 ekor induk sapi, sedangkan donor sapi potong dapat diperoleh  dari 3000 ekor sapi potong (Seidel dan Elsden 1989). Embrio transfer pada tahun 1975-1980 berkembang dengan skala industri  menjadi industri peternakan yang komersial.  Produksi embrio di tahun 1988 mencapai 299.009 embrio diantaranya 140.030 embrio segar ditransfer dan 118.803 embrio lagi dibekukan. Embrio segar harus segera ditransfer dalam waktu tidak melebihi 24-30 jam postrecovery. Angka kebuntingan (pregnancy rate) dapat mencapai sekitar 50-60%. 
Tabel 1  Jumlah ternak sapi yang diflushing dan banyaknya embrio yang dihasilkan dalam progam transfer embrio di Amerika Serikat (USA) dari tahun 2002 sampai dengan 2008 (Stroud 2011)
	 Tahun
	Jumlah flushing
	Jumlah embrio terkoleksi
	Rataan embrio/flushing

	2002
	28.109
	172.118
	6,1

	2003
	34.896
	205.441
	5,9

	2004
	40.701
	248.469
	6,1

	2005
	48.233
	305.129
	6,3

	2006
	51.802
	319.984
	6,2

	2007
	54.080
	332.486
	6,1

	2008
	52.804
	329.171
	6,2



Pedet lahir hasil transfer embrio dihargai  3.000 dolar USA per ekor (Stringfelow dan Seidel 1990).  Meskipun sapi potong dapat menghasilkan rataan embrio lebih banyak dari sapi perah tetapi perbedaan tersebut kecil, diperkirakan perbedaannya rata-rata satu embrio per koleksi.  Di negara Amerika perkembangan produksi embrio hasil program transfer embrio dari tahun 2002 sampai dengan tahun 2008 dapat dilihat pada Tabel 1.
Di negara-negara Eropa seperti Jerman, yang program transfer embrionya mulai diperkenalkan tahun 1974,  pada tahun 1985 sudah  dapat diproduksi 6400 ekor anak sapi melalui metode ini. Sejak tahun 1974, mereka bekerja dalam setiap satu kesatuan yaitu tim transfer embrio. Tim TE ini sebagian besar bekerja sama dengan balai-balai atau unit inseminasi buatan daerah dalam rangka program peningkatan mutu ternak sapi. Dalam jangka tiga tahun kemudian, yaitu di tahun 1977, negara ini telah sanggup mengekspor embrio beku ke negara-negara tetangganya seperti Hongaria, Cekoslowakia dan Yugoslavia. Program ini telah berjalan dengan dasar komersil. Pada tahun 1985 sudah mentransfer 6.374 embrio (segar dan beku). Metoda ini telah rutin diaplikasi dalam pengembangan petenakan sapi terutama sapi perah, sehingga produksi embrio sapi perah hasil pelaksanaan program embrio transfer meningkat terus dan pada tahun 2007 sudah dapat mencapai 13.929 embrio yang diransfer keresipien (Tenhumberg dan Schloesser 2009).
Pada tahun 2011, the International Embryo Transfer Society’s (IETS) Statistics dan Data Retrieval Committee memiliki data embrio transfer secara global untuk dipublikasikan. Jumlah embrio sapi yang berasal dari pembuahan in vivo (in vivo derived, IVD,  embryos) yang berhasil terkoleksi seluruh dunia pada tahun 2010 meningkat menjadi 732.000 embrio dibandingkan dengan tahun 2009 yang menghasilkan 702.000 embrio. Konsekuensinya jumlah embrio IVD yang ditransfer meningkat secara nyata sekitar 10,6% dari 534.000 di tahun 2009 menjadi 591.000 di tahun 2010. Semua benua dengan pengecualian Afrika,  melaporkan adanya peningkatan jumlah embrio IVD yang ditransfer. Jumlah embrio beku asal IVD yang ditransfer ke resipien (di luar jumlah transfer embrio segar) sekitar 60.000 (328.000 embrio bek an 263.000 embrio segar. Kecenderungan saat ini lebih banyak menggunakan embrio beku daripada embrio segar sudah berjalan konstan sejak pertengahan tahun 1990 ketika embrio dapat dibekukan mengunakan metoda transfer langsung. Diseluruh dunia, sekitar 61.000 donor sapi potong dan 43.000 sapi perah diflushing. Angka ini sedikit kurang tepat karena data transfer embrio sapi di Eropa tidak dipisah antara sapi potong dan perah (Stroud 2011).
Sampai saat ini sering metode TE dikaitkan dengan metode mutakhir yang disebut metode bioteknik. Secara pengertian sempit, bioteknik dalam peternakan terdefinisi sebagai tindakan biologis yang terkontrol dan terarah dari fungsi-fungsi tubuh untuk tujuan perencanaan dan pengendalian suatu proses biologis yang alamiah dalam produksi ternak. Dalam TE terdapat suatu rangkaian mata rantai dari berbagai metode-metode bioteknik yang sangat berarti dan terikat erat satu dengan yang lain. Mata rantai metode bioteknik itu antara lain superovulasi, sinkronisasi be- rahi, pembekuan embrio dan produksi kembar identik (mikromanipulasi). Metode-Metode bioteknik dan pembekuan embrio dan produksi kembar identik, sebetulnya boleh dikatakan lanjutan dari metode TE. 
Dari segi pengembang biakan hewan ternak terutama ternak sapi, TE mendapat arti penting mulai dua dekade tahun belakangan ini. Pada garis besarnya pelaksanaan TE secara praktis ditujukan untuk memperbesar jumlah keturunan dari bibit betina unggul yang mutunya juga sedang ditingkatkan. Karena adanya beberapa kemungkinan untuk mempercepat upaya-upaya pengembangan ternak. Dalam perencanaan terarah dari genetik suaatu populasi dapat dikatakan, bahwa pengembangan mutu populasi ternak sapi dapat dipercepat, bila hanya bibit ternak sapi unggul yang terbaik dari suatu peternakan digunakan untuk penghasil keturunan melalui metode TE. 
Di dalam beberapa media dan simposium sering diajukan banyak masalah mengenai TE, misalnya apakah TE dapat dijalankan dalam salah satu usaha untuk meningkatkan dan mengembangkan peternakan (di Indonesia), dan yang mungkin lebih penting lagi menciptakan lapangan kerja baru (terutama untuk dokter-dokter hewan). Untuk menjawab pertanyaan-pertanyaan tersebut, tidaklah mudah, perlu uraian yang mendasar mengenai pelaksanaan, biaya dan kegunaan dari TE sendiri dalam usaha peningkatan peternakan. Masalah ini akan lebih kompleks lagi pada negara-negara yang sedang berkembang dan tergantung pada negara-negara industri (negara produsen dan pemasok peralatan dan obat-obatan TE. Jadi masalahnya ditambah lagi dengan kebijaksanaan politik ekonomi dari negara produsen, yang akan memberikan pengaruh atau dampak negatif terhadap stabilitas harga peralatan dan obat-obatan TE itu sendiri. Selain itu juga tergantung dari bentuk dan sistim peternakan setempat (apakah peternakan rakyat, peternakan sedang atau peternakan besar). Hal-hal ini akan mempengaruhi dan menciptakan cara pelaksanaan dan organisasi tim TE itu sendiri. 
Secara ringkas akan dibahas dan analisa permasalahan dalam setiap mata rantai dan metode bioteknik yang ada dalam jajaran mata rantai bioteknik TE dari segi teknis pelaksanaannya. Rangkaian pelaksanaan TE yang sering timbul atau sering dipakai dalam kegiatan rutinnya pada pokoknya dibagi dua yaitu, rangkaian primer TE yang terdiri atas : superovulasi donor, sinkronisasi resipien, pemanenan embrio (embryo recovery), koleksi dan klasifikasi embrio serta pemindahan embrio sedangkan rangkaian sekunder TE (tidak mutlak dilakukan) terdiri atas pembekuan embrio dan mikromanipulasi embrio diantaranya produksi kembar identik.


1.2  Penerapan Metoda Transfer Embrio di Indonesia  
Sebelum krisis moneter, Indonesia telah mengimpor daging dan ternak potong  (sapi potong hidup) dari negara-negara tetangga.  Pada saat krisis moneter, meningkatnya nilai tukar dolar untuk pembayaran sapi impor menyebabkan pengalihan penyediaan sapi bakalan dari dalam negeri.    Eksploitasi ternak potong dalam negeri menjadi salah satu jalan untuk memenuhi kebutuhan pangan hewani nasional.  Hal ini ternyata berdampak secara langsung kepada produksi ternak nasional dengan menurunnya kualitas ternak potong (low profile) karena secara umum terjadi seleksi negatif dalam kegiatan penyediaan dan perdagangan bakalan sapi potong (Supriatna et al. 2005).  Di beberapa daerah peternakan sapi perah rakyat, sudah terlihat ada penurunan kualitas sapi perah (Supriatna et al. 2007, Noor et al. 2008).  Demikian pula pada  ternak kerbau yang dipelihara rakyat di daerah sudah tampak banyaknya kerbau albino dan kerbau dengan tanduk mengarah kebawah yang merupakan indikasi adanya dampak inbreeding yang negatif (Sianturi 2012).  Selain itu menurut hasil pendataan populasi sapi perah, sapi potong dan kerbau tahun 2011 (PSPK 2011) untuk populasi kerbau tercatat pada tahun 2003 sebanyak 1,4 juta ekor sedangkan pada tahun 2011 sebanyak 1,3 juta ekor sehingga rata-rata pertumbuhannya -0,58 persen atau berkurang rata rata sekitar 7,8 ribu.  Gambaran ini diperkuat dengan adanya data mengenai konsumsi daging sapi dan kerbau per kapita penduduk setiap minggu pada tahun 2007 sekitar 8 mg.  Konsumsi ini menurun sampai 6 mg pada tahun 2009 (BPS 2011).  Salah satu upaya menghadapi dan menanggulangi persoalan tersebut di atas diperlukan penggunaan teknologi tepat guna diantaranya inseminasi buatan dan transfer embrio.  
Transfer embrio baik pada sapi dan domba sudah dapat dijalankan oleh beberapa perguruan tinggi seperti Institut Pertanian Bogor, Universitas Gajah Mada, Universitas Brawijaya, Universitas Airlangga, lembaga-lembaga penelitian seperti Balai Penelitian Ternak, dan LIPI, perusahaan peternakan swasta, Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan memiliki Balai Embrio Ternak (BET) Cipelang, yang merupakan balai produsen embrio ternak (sapi). Balai Embrio Ternak (BET) mulai operasional sejak tahun 1994. Pelaksanaan TE sebenarnya sudah diperkenalkan di Indonesia sejak awal dasawarsa 1980-an, dengan keberhasilan yang variatif dan rendah, rataan panen 4 embrio per program superovulasi, dengan angka kebuntingan 30-40% di peternakan rakyat dan sekitar 50% pada peternakan swasta bermodal kuat. Dari perhitungan harga untuk pelaksanaan TE yang ada saat ini, harga embrio segar laik transfer Rp 0,55 juta, embrio beku Rp 0,6 juta per embrio. Harga 1 ekor pedet TE yang baru lahir dari embrio segar Rp 1,5 juta dan dari embrio beku Rp 2,4 juta. Harga pedet yang baru lahir hasil TE dari embrio beku sekitar 2 kali lebih tinggi dari hasil IB. 
Selain itu kendala umum pelaksanaan TE adalah hampir seluruh peralatan, obat-obatan, hormon bahkan air yang cocok untuk dipergunakan dalam pembuatan medium flushing masih sangat tergantung dari pasokan luar negeri, harganya fluktuasi tergantung kurs dolar dan kadangkala peralatan dan obat-obatan yang diimpor rusak atau hilang di pelabuhan. Program TE ini cocok diterapkan pada perusahaan peternakan besar yang kuat modal atau untuk balai-balai pembibitan sedangkan untuk peternakan rakyat masih harus dipertimbangkan. Dari hasil analisa pelaksanaan program TE di Indonesia, dijumpai kesulitan dalam penyediaan resipien yang laik transfer. Menurut Mahon dan Rawle (1987), resipien yang laik transfer hanya mencapai 44,5% sedangkan menurut Supriatna et al. (1995) dapat mencapai 61,3%.. Selain itu Mahon dan Rawle (1987) berpendapat bahwa bangsa ternak sapi resipien memiliki pengaruh terhadap angka kebuntingan hasil transfer. Resipien Bos indicus memilki CR lebih rendah dari pada persilangan B.indicus vs B.taurus. Mereka lebih memilih penggunaan resipien bangsa persilangan atau jika mungkin menggunakan resipien Bos taurus murni. Salah satu upaya mengatasi kesulitan penyediaan ternak resipien yang laik transfer dan juga sekaligus meningkatkan produktivtas ternak dilakukan program twinning melalui program TE. Diantaranya transfer embrio duplet, splitted embryo dan transfer embrio pada akseptor IB yang telah di inseminasi.
Balai yang telah  pernah melakukan program twinning menggunakan embrio yang ditransfer ke akseptor IB yang telah diinseminasi tujuh hari setelah inseminasi sebagai resipien adalah BET Cipelang. Dari 92 ekor sapi resipien yang dipakai dalam program twinning, diperoleh kelahiran kembar sebanyak 8 pasang, kelahiran tunggal yang terdiri atas kelahiran hasil TE atau kelahiran hasil IB masing-masing sebanyak 14 ekor dan 13 ekor. Program twinning ini menghasilkan pedet 20% lebih banyak dibandingkan jika menggunakan aplikasi kelahiran tunggal menggunakan IB saja maupun ET. Peningkatan permintaan di lapangan terhadap program twinning menunjukkan bahwa program ini dapat diaplikasikan di pada kondisi lapangan dan berpotensi untuk dikembangkan (Imron et al. 2010).

Gambar 1 Pedet kembar yang dihasilkan melalui aplikasi metoda inseminasi diakhir fase estrus dan dilanjutkan transfer embrio tujuh hari kemudian pada sapi yang telah diinseminasi (Imron et al. 2010).



1.3   Metoda Reproduksi dalam Pelaksanaan Transfer Embrio 
Pelaksanaan kegiatan transfer embrio merupakan rangkaian prosedur kerja biologis yang berkesinambungan bertahap kronologis teratur dengan mengaplikasikan metoda-metoda reproduksi. Seluruh kegiatan yang dilakukan sebelum atau sampai panen embrio (embryo recovery, flushing) dan transfer embrio merupakan kegiatan rangkaian primer. Kegiatan primer ini harus dilakukan. Prosedur kerja selanjutnya merupakan kegiatan pascapanen disebut kegiatan rangkaian sekunder. Kegiatan sekunder ini sifatnya optional yang tergantung situasi tuntutan kebutuhan tindakan yang diperlukan.
1.3.1  Rangkaian Primer 
Dalam pelaksanan TE faktor yang sangat menentukan adalah superovulasi diharapkan akan diperoleh seoptimal mungkin sel telur yang terbuahi (embrio). Hasil koleksi embrio yang pernah tercatat berkisar antara 0 sampai dengan 70 sel oosit. Rata-rata per ekor akan diperoleh 12 sel oosit. Faktor yang mempunyai peranan dan menentukan superovulasi adalah bukannya jumlah (kwantitas) embrio yang terseleksi, tetapi adalah mutu (kwalitas) dari embrio itu sendiri. Dalam seleksi dan klasifikasi embrio akan diberi suatu penilaian apakah embrio dapat ditransfer (transferable embryo) atau tidak (untransferable embryo) atau embrio diragukan untuk ditransfer. Hanya embrio dengan nilai cukup atau sangat baik dapat ditransfer. Juga harus diperhitung kan bahwa rata-rata 15% -20% dari sel telur yang terkoleksi tidak terbuahi (unfertilized ova) dan sekitar 15% -20% terdiri dari sel telur telah rusak (degenerasi) atau embrio tidak berkembang lebih lanjut (retarded). Jadi dari keseluruhan embrio yang terkoleksi, praktis 30%-40% merupakan embrio yang tidak dapat ditransfer (untransferable embryo) ke resipien. Dari sekali pemanenan embrio diperoleh rataan 5-6 embrio yang laik transfer tetapi dinegara Australia rataan perolehan embrio adalah 6-7 embrio per panen (per flushing).
Biasanya embrio akan dikoleksi dari donor dengan jalan pembilasan pada hari ke-6, 7, atau 8 (umumnya pada hari ke-7 dari suatu siklus berahi). Pada hari ke-7, penyebaran sel telur yang terovulasi dalam saluran kelamin betina sebagai berikut : 10% masih berada dalam saluran telur (tuba fallopii), 70% berada sekitar 10 cm tersebar di daerah tanduk rahim (apex cornua uteri) dan 20% tersebar sekitar dekat cabang tanduk rahim (bifurkatio uteri). Praktis sebetulnya dengan metode pembilasan yang lazim tanpa bedah akan diperoleh kurang dari 90% sel telur yang terovulasi. Rata-rata akan diperoleh dengan pembilasan yang biasa sekitar 70% dari sel telur yang terovulasi (Foote dan Onuma 1970). Pada dasarnya dapat diketahui, bahwa 25%-30% dari sapi yang dijadikan donor, tidak atau kurang bereaksi (dengan kata lain kurang dari 5 ovulasi) terhadap pemberian hormon untuk superovulasi. 
Di negara Republik Federal Jerman, pada tahun 1984 dari 12 balai IB atau Institut yang melaksanakan TE (yang tercatat), tim TE telah melakukan superovulasi dan membilas sebanyak 1.485 ekor sapi. Rata-rata embrio yang dapat ditransfer 4,8. Persentase kebuntingan yang berasal dari embrio segar, yang langsung ditransfer ke resipien sebesar 58,4% (5884 resipien bunting). Kalau ambil mudahnya dari setiap ekor sapi donor yang disuperovulasi akan diperoleh rata-rata 3-4 ekor anak sapi dari setiap pembilasan. Rata- rata setiap pembilasan dapat diperoleh 8-9 embrio normal yang dapat ditransfer. Jadi per tahun dapat dihasilkan 9-12 ekor anak sapi dari seekor sapi bibit unggul. 
Dalam penyiapan sapi donor untuk superovulasi, paling baik dimulai pada pertengahan siklus berahi dengan penyuntikan hormon gonadotropin disertai luteolitik hormon.  Hormon gonadotropin yang biasa tersedia, terdapat dalam 2 preparat yang berbeda yaitu: 1) pregnant mare's serum gonadotropin (PMSG) dengan daya kerja yang cukup lama (waktu paruh 40-120 jam) dan 2) follicle stimulating hormone (FSH) dengan pengaruh kerja yang singkat (waktu paruh : 2-5 jam). Selain itu dapat juga digunakan human menopause gonadotropin (hMG) (Alcivar et al. 1984).
Pregnant  mare serum gonadotropin (PMSG) misalnya dalam bentuk perdagangan dengan nama Intergonan dan Brumegon. Untuk superovulasi cukup diberikan dalam satu kali satu dosis. Untuk menghindari waktu paruh yang lama, dapat diberikan lagi anti-PMSG dan berdasarkan hasil lapang dapat menunjang perbaikan hasil superovulasi. Saat ini anti-PMSG masih tersedia sebagai preparat penelitian. Hormon gonadotropin yang paling sering digunakan dewasa ini adalah FSH-P (Burns-Biotec), untuk superovulasi. Pemberian FSH-P sebanyak 40-50 mg, kalau tidak dengan dosis tetap terbagi merata dalam delapan kali suntikani atau dengan dosis turun bertahap secara kontinyu, dimulai dengan dosis awal yang tinggi 8 mg dan direduksi terus sampai 3 mg pada pemberian hari terakhir. Interval pemberian 12 jam. Perbedaan signifikan dari dua macam pemberian FSH-P ini tidak dapat diharapkan (Donaldson 1984). 
Akhirnya untuk superovulasi dapat juga digunakan Pergonal. Pergonal merupakan preparat dagang human Menopause Gonadotropin (hMG). Diberikan selama empat hari berturut-turut, terbagi dalam delapan kali penyuntikan pagi dan sore. Hasil superovulasi dengan hMG dinilai sebagai lebih dari rata-rata. Akan tetapi pemakaian hMG masih sangat terbatas karena harganya yang mahal (Medowan et al. 1983). 
Superovulasi dengan preparat FSH dan PMSG merupakan pemberian preparat yang perlu dipikirkan dan dipertimbangkan lebih lanjut. Berdasarkan pengalaman lapang yang ada, tampaknya penggunaan FSH lebih menguntungkan terhadap siklus berahi berikutnya dan juga terhadap kesediaan menerima konsepsi pada hewan yang telah disuperovulasi (Elsden et al. 1978).
Koleksi embrio dapat dilakukan secara bedah dan tanpa bedah. Koleksi embrio dengan cara tanpa bedah tidak berbahaya, murah dan dalam pelaksanaannya hampir tidak ada problem, bahkan dapat dilakukan dalam kandang. Untuk pencucian kedua tanduk rahim sapi, paling cocok menggunakan kateter karet, yang tersedia di pasaran dalam berbagai macam tipe. Pada prinsipnya, semua macam kateter karet, bagian depannya (sebelum ujung) memiliki balon manset yang dapat ditiupkan udara dari luar, yang berfungsi selain memfiksir juga mencegah mengalirnya kembali medium pembilas ke arah badan rahim. Penggunaan jenis kateter ini berbeda-beda di beberapa negara. Misalnya di Jerman Barat operator lebih senang menggunakan kateter karet model Neustadt a.d. Aisch karena penggunaannya yang praktis. Kateter ini dapat dipakai untuk 12 kali pembilasan. Di Amerika lebih sering digunakan kateter Foley yang hanya sekali pakai. Jepang banyak menggunakan flushing catheter Nippon Fujihira.
Sebagai medium pembilas untuk koleksi embrio digunakan modifikasi phospate buffered saline (PBS) + 1% fetal calf serum (FCS). Medium ini dapat diramu sendiri atau dapat dibeli dalam kemasan yang telah jadi. Media ini dapat disimpan dalam lemari pendingin dan tahan sampai dua minggu. 
Seleksi dan klasifikasi embrio, dapat dilaksanakan setelah medium pembilas yang diperoleh kembali telah dibiarkan mengendap atau dengan cara penyaringan menggunakan suatu filter khusus yang biasa disebut embryo collector. Medium yang telah mengendap dipipet sebanyak 5 ml atau sisa medium yang tersaring dituangkan ke dalam gelas petri atau gelas khusus yang digunakan untuk pemeriksaan embrio. Pemeriksaan, pencarian, seleksi dan klasifikasi embrio dilakukan di bawah stereomikroskop dengan pembesaran 20-40 kali. Adanya sumber cahaya yang difus akan mempermudah pencarian embrio. 
Peranan yang menentukan dalam hasil transfer dikemudian hari adalah sifat-sifat kualitatif dari embrio yang terkoleksi. Penentuan kualitas embrio kadang-kadang sulit, dan sebenarnya sebagai patokan tanda-tanda kualitas baru dapat dibuktikan dalam perkembangn in vitro atau in vivo. Tanda-tanda kualitas ini mempunyai arti yang penting terutama didalam penilaian embrio beku yang telah dicairkan. Seleksi atas dasar penilaian morfologis telah terbukti dapat dipakai dalam penentuan kualitas embrio. Hal ini dapat dengan jelas dilihat dari hasil-hasil yang diperoleh di berbagai stasiun transfer. 
Sebagai sapi resipien dapat dipakai sapi dara atau sapi induk, dengan syarat harus sehat dan subur. Terutama yang lebih baik adalah tersedianya sapi dara Bos taurus, dengan umur antara 18 sampai 24 bulan dengan berat badan sekitar 200-250 kg. Sapi dara sebagai resipien mempunyai keuntungan, karena ditinjau dari segi higienis dan teknis pelaksanaan kerja pemindahan embrio itu sendiri. Sapi-sapi resipien ini harus sinkron siklusnya dengan siklus berahi sapi donor. Untuk itu dapat diberikan 1-2 kali penyuntikan prostaglandin (PGF2α) dan tergantung dari keadaan siklus berahi dari resipien itu sendiri. Perlu diperhatikan aplikasi prostaglandin  pada resipien harus diberikan 12 sampai 24 jam sebelum aplikasi prostaglandin pada donor, karena berahi pada donor akibat pemberian gonadotropin 24 jam lebih awal daripada resipien. Penyimpangan + 24 jam dari siklus berahi yang telah disinkronisasikan antara donor dan resipien tidak menimbulkan perbedaan hasil transfer yang nyata. 
Metode pemindahan embrio dulu dilakukan secara bedah pada resipien dalam keadaan berdiri setelah mendapat lokal anastesi. Dalam tahun-tahun terakhir ini telah berkembang dengan pesat pemindahan embrio tanpa bedah, sehingga banyak tim TE menolak metoda dengan bedah. Untuk pemindahan embrio tanpa bedah sering digunakan alat transfer (transfer gun) model Hannover.  Penggunaan kanul transfer ini mirip dengan penggunaan alat IB. 
1.3.2  Rangkaian Sekunder 
Pada tahun 1972 di Inggris telah berhasil usaha membekukan embrio hewan menyusui. Embrio mencit berumur empat hari telah dibekukan, dicairkan kembali, ditransfer pada seekor induk dan telah tumbuh menjadi seekor mencit yang sehat. Begitu pula seekor anak sapi pertama yang berasal dari embrio beku telah dilahirkan di Inggris. 
Dengan lahirnya anak sapi dari embrio beku yang telah dicairkan dan ditransfer secara bedah berarti telah diperoleh metode pengawetan embro dalam jangka panjang melalui metode pembekuan.  Akan tetapi metode-metode yang tertulis dan telah dipublikasi tentang teknik pembekuan embrio hewan menyusui saat ini belum menunjukkan hasil yang memuaskan. Yang banyak dicoba dengan teknik pembekuan adalah embrio dari hewan laboratorium, misalnya mencit dan tikus. Embrio ini dapat merupakan model dari suatu penelitian. Model penelitian ini pada garis besarnya ditinjau dari dua segi yaitu, 1) finansial dan waktu, 2) dari segi bentuk anatomi dan fungsi fisiologis yang mirip dengan embrio hewan besar seperti sapi.  Sejak berhasilnya penelitian pertama untuk membekukan embrio mencit, diusahakan dan dikembangkan metode pembekuan melalui perubahan metode, untuk meningkatkan daya tahan hidup dari embrio yang dibekukan dan untuk menyederhanakan seluruh proses dari metode pembekuan embrio, terutama diarahkan untuk menciptakan metode yang matang dan dapat diterapkan di lapang. 
Pengawetan embrio melalui metode pembekuan, saat ini dapat dilakukan dengan menggunakan berbagai teknik. Semua teknik pembekuan ini meliputi: adaptasi embrio di dalam pemberian pelindung terhadap pengaruh-pengaruh negatif pembekuan baik fisik maupun fisiologis sebelum prosesi penyesuaian antara kecepatan pembekuan dan pencairan serta pengenceran medium pembeku selama dan setelah pencairan. Adanya kombinasi yang cocok antara medium pembeku dengan kecepatan pembekuan dan pencairan serta pengenceran yang sesuai dari medium pembeku setelah pencairan mempunyai arti penting di dalam meningkatkan daya tahan hidup embrio yang telah dicairkan. Dari hasil pengalaman kerja beberapa peneliti (tim kerja TE), dapat disimpulkan bahwa pelaksanaan pembekuan embrio dapat merupakan rangakaian primer transfer embrio dan tidak dapat dipisahkan dari rangkaian program transfer embrio. 
Kalau dilihat dari hasil pembilasan (flushing) atau embryo recovery, dari hasil superovulasi pada ternak sapi yang pernah dilakukan diperoleh  dengan kisaran antara 0 sampai 70 sel oosit dan atau embrio. Sampai saat ini belum ada orang yang dapat meramalkan dan menentukan, berapa jumlah embrio dapat terkoleksi dan dikemudian hari, pada awal pemberian hormon untuk superovulasi, sehingga tidak dapat disiapkan dengan pasti berapa jumlah resipien yang harus disediakan. Sesuai dengan rata-rata jumlah sel telur yang umumnya dapat terkoleksi, biasanya dipersiapkan 10 ekor resipien dan hal ini pun harus diperhitungkan berapa resipien yang benar-benar dapat dipakai sebagai resipien (biasanya resipien dengan kualitas baik sekitar 5-6 ekor). Jika kita mendapat sel telur melebihi dari jumlah resipien mau tidak mau kita harus membekukannya. 
Seperti telah diketahui bahwa pada umumnya pemilikan ternak sapi di indonesia merupakan peternakan sapi rakyat. Peternakan rakyat umumnya memiliki 3-4 ekor sapi. Mereka hanya dapat mungkin menyediakan 1-2 ekor sebagai resipien. Di negara-negara yang maju seperti Jerman Barat, sistim peternakan umumnya adalah peternakan sapi perah sedang (sekitar 20-25 ekor sapi yang berlaktasi) dan mereka dapat menyediakan resipien rata-rata 10 ekor. Jika mereka dalam satu tahun menginginkan dilakukan dua kali program transfer embro, maka program pembekuan embrio merupakan program yang tidak dapat dielakkan dalam pelaksanaan transfer embrio. Sehingga sampai saat ini hampir semua balai transfer yang bergerak dalam bidang komersil, selalu menggunakan usaha pengawetan embrio melalui metode pembekuan. Pengawetan embrio dengan sendirinya merupakan bagian integral dari program transfer embrio yang tidak dapat dipisahkan dalam kegiatan pelaksanaannya. 
Angka hasil transfer dengan embrio beku sapi masih saja terletak 10%-20% lebih rendah dari hasil transfer dengan embrio segar. Dengan adanya kemungkinan pengenceran satu kali pada embrio beku yang telah dicairkan di dalam medium pengencer yang mengandung sukrosa, telah mengarahkan pada penemuan baru metode transfer untuk embrio beku. Metode ini dapat disebut metode satu tahap (one step method) untuk transfer embrio beku. Embrio yang berada di dalam medium pembeku yang mengandung glyserol dalam jerami plastik dibekukan dan dicairkan bersama-sama dengan medium pengencer. Dengan jalan menggoyang jerami plastik terjadi pencampuran antara medium pembeku yang berisi embrio dengan medium pengencer. Setelah waktu tunggu tertentu, jerami plastik dimasukkan ke dalam ujung transfer gun. Pelaksanan transfer pada resipien berjalan tidak lebih lama seperti pada inseminasi buatan. 
Metode satu tahap untuk transfer embrio beku, memungkinkan dilakukannya program transfer embrio di peternakan-peternakan sapi terutama di peternakan rakyat, karena metode ini tidak benyak menggunakan peralatan laboratorium yang pada umumnya sangat rumit. Selain itu embrio beku dapat dicairkan kapan saja dalam waktu-waktu tertentu, sesuai dengan tersedianya resipien, misalnya pada sapi yang mendapat berahi alami.  Dalam hal ini tidak perlu adanya sinkronisasi ataupun penseluaran biaya tambahan untuk penyuntikan PGF2α untuk menimbulkan berahi pada resipien. Akan tetapi sampai saat ini metode ini belum siap untuk dilakukan di lapang. 
Untuk pembekuan embrio terdapat beberapa alat pembeku automatis yang terkendali oleh komputer. Peralatan ini tersedia di pasaran (luar negeri) yang harganya cukup tinggi. Alat pembeku ini juga memerlukan nitrogen cair dalam kerjanya membekukan embrio. Ada juga peralatan yang ditawarkan di pasaran, harganya cukup memadai dan bekerja dengan sistim lemari es. Alat ini memerlukan alkohol dalam kerjanya. Sampai saat ini belum memungkinkan untuk mengambil penilaian akhir terhadap kedua jenis alat ini.  Beberapa peneliti lain mencoba membekukan embrio mencit, dengan metode untuk pembekuan sperma sapi, tanpa menggunakan peralatan tersebut diatas dan hasilnya adalah sama. Berdasarkan data yang ada timbul pendapat, bahwa perkembangan di bidang pembekuan embrio belum tertutup. Paling tidak pengawetan embrio melalui metode pembekuan akan terus memberikan impuls terhadap pelaksanaan TE, terutama di dalam pembentukan bank-bank embrio dan juga penyediaan bahan genetik (reservasi gen) yang dalam kebutuhan dapat diperoleh atau tersedia dengan cepat. 
Dalam pelaksanaan rutin TE di lapang, secara praktis kadangkala terjadi, bahwa jumlah embrio yang terkoleksi lebih kecil dari jumlah resipien yang tersedia. Misalnya dari suatu pembilasan diperoleh 2 embrio, sedangkan telah tersedia 6 ekor resipien. Secara teoritis selain mentransfer 2 embrio segar dapat juga mentransfer 4 embrio beku. Jalan pemecahan lain yang merupakan alternatif yang dapat dipakai yaitu dengan jalan membagi dua embrio menjadi empat. Metode ini disebut bedah mikro- atau mikromanipulasi untuk memproduksi kembar identik. Paling sedikit masih dapat dimanfaatkan sisa dari resipien yang tidak ditransfer dan telah tersedia. 
Teknik untuk produksi kembar identik termasuk dalam metode mikromanipulasi. Untuk tujuan ini dipergunakan mikromanipulator. Sejak empat tahun yang lalu metode ini sudah dilakukan untuk memproduksi anak sapi kembar identik dalam program TE komersil. Pelaksanaan operasi pembelahan embrio dilakukan dengan penuh konsentrasi, ketelitian dan ketrampilan yang tinggi, untuk menghindari kerusakan atau matinya embrio yang mempunyai nilai genetik tinggi. Selain harga manipulator yang mahal, juga diperlukan pelatihan khusus dalam penguasaan teknik ini oleh operator. Mikromanipulasi ini sebaiknya dilakukan oleh seorang operator yang trampil dan terbiasa menggunakan alat ini. Perubahan pasangan alat atau pecahnya jarum gelas akan memakan waktu yang lama dalam menyelesaikan operasi pembelahan embrio. Untuk penghematan waktu biasanya alat ini hanya dioperasikan di laboratorium saja, jarang operasional dibawa ke lapang.  Pada umumnya alat ini masih digunakan untuk keperluan penelitian, sedikit sekali untuk tujuan komersil. 
1.4  Program Transfer Embrio Sebagai Program Komplemen Inseminasi Buatan 
Jika ditinjau kebelakang, pertama kali program IB dijalankan di tahun limapuluhan, telah banyak memberantas penyakit menular dan sekaligus meningkatkan produksi ternak. Hal ini sangat mendukung tersedianya bahan makan berasal dari hewan untuk penduduk dan menunjang kesehatan masyarakat. Jaminan pengamanan makanan dan pemeliharaan kesehatan masyarakat merupakan latar depan dari penelitian metode-metode baru reproduksi. Transfer embrio telah menjadi suatu metode bioteknik dengan arti yang selalu tetap meningkat dan menjadi penting. Dapat dicatat, bahwa pelaksanaan transfer embrio yang rumit dan memerlukan biaya yang banyak, sehingga penyebaran transfer embrio tidak akan mempunyai arti yang sama dengan pelaksanaan program inseminasi buatan. 
Disamping kemungkinan-kemungkinan penggunaan praktis transfer embrio telah banyak membawa pengetahuan-pengetahuan ilmiah di bidang biologi reproduksi. Pertumbuhan sel telur, peristiwa pembuahan dan perkembangan sigot dalam minggu pertama setelah pembuahan pada hewan menyusui banyak menunjukkan kesamaan-kesamaan biologi, karenanya dapat dilakukan penelitian pada hewan laboratorium sebagai model penelitian dan merupakan pembanding yang mempunyai arti penting. Dalam kaitan ini dapat disimak, bahwa pembuahan in vitro yang berhasil pada sel telur manusia dan dilanjutkan dengan transfer adalah baru dimungkinkan oleh penelitian-penelitian terdahulu oleh peneliti-peneliti dari bidang kedokteran hewan. Jika sampai saat ini, di dunia telah lebih dari 300 bayi dilahirkan dari tindakan terapeutis kedokteran, sering sumbangan ilmu pengetahuan dari kedokteran hewan terlupakan. 
Di negara-negara yang sudah berkembang, transfer embrio merupakan kegiatan rutin dalam pengembangan industri peternakan. Organisasi pelaksanaan transfer embrio merupakan kerja sama antara tim TE, balai IB, persatuan peternak setempat dan dokter hewan daerah. Tim TE ini umumnya merupakan pegawai dari balai IB setempat atau kadangkala dari kalangan perguruan tinggi. Akhir-akhir ini dokter-dokter hewan swasta pun mencoba membuka praktek transfer embrio. 
Ternak sapi yang akan disuperovulasi, merupakan ternak sapi bibit yang mempunyai nilai mutu genetik unggul dan terbaik dari persatuan peternak setempat. Jika tidak, keturunannya tidak akan diakui. Superovulasi, sinkronisasi resipien dan inseminasi buatan pada donor biasanya dilakukan oleh dokter hewan daerah, sedangkan pembilasan atau pemanenan embrio, koleksi dan evaluasi, transfer dan pembekuan embrio dilakukan oleh tim transfer embrio. Tim TE ini sebenarnya berfungsi sebagai otak penggerak yang mengorganisir dari seluruh proses pelaksanaan transfer embrio. Jika ditelaah lebih lanjut, bahwa pelaksanaan transfer embrio tidak terlepas dari kegiatan inseminasi buatan. Transfer embrio ini akan menjadi kegiatan rutin dan bukan kegiatan sesaat jika dimasukkan ke dalam kegiatan rutin inseminasi buatan. Dari segi pelaksanaan, TE mirip pelaksanaan IB, bahkan balai IB sudah memiliki peralatan, bahan dan personel yang terampil. 
Untuk mendapatkan bukti yang dapat dipertanggung jawabkan, keturunan sapi hasil transfer embrio harus menjalani pemeriksaan darah. Dari hasil test darah dapat ditentukan dengan pasti asal-usul yang pasti dari keturunan tersebut. Test darah ini dilakukan oleh laboratorium tertentu dari suatu perguruan tinggi. 
Banyak sudah penelitian-penelitian tentang transfer embrio sejak puluhan tahun belakangan ini baik yang dilakukan di negara-negara tropis maupun sub-tropis, yang telah dipublikasi. Untuk pelaksanaan transfer embrio di negara yang sedang berkembang, dapat digunakan metode-metode yang telah rutin dijalankan. Transfer teknologi TE ini harus disesuaikan dengan bentuk industri peternakan setempat dan berkembang saat ini. Dalam konteks tersebut tidaklah perlu dilakukan penelitian-penelitian awal lagi tentang transfer embrio. Biaya yang ada untuk penelitian dapat sekaligus dijalankan bersama-sama kegiatan rutin dari suatu balai inseminasi buatan.  Adalah sangat disayangkan bila suatu kegiatan berhenti karena masa kerja penelitian telah berakhir. Salah satu alternatif yang mungkin dijalankan adalah memasukkan kegiatan transfer embrio ini dalam kegiatan inseminasi buatan karena kegiatan inseminasi buatan yang rutin telah menyebar luas, terutama seluk beluk sistim pengembangan IB ini telah dikuasai oleh balai-balai IB daerah, dengan perkataan lain TE menjadi program komplemen dan lanjutan dari program pelaksanaan lB. 
1.5  Penggunaan dan Pengembangan Metode Transfer Embrio di Masa Mendatang 
Bila dikaji, banyak penemuan dan penelitian ilmiah dalam bidang transfer embrio yang dapat digunakan untuk meningkatkan populasi ternak dan memecahkan berbagai masalah reproduksi dan kendala di dunia kedokteran. Di bidang kedokteran metoda transfer embrio dapat dipakai sebagai teknologi reproduksi berbantuan (assisted reproductive technology). Penggunaan yang potensial dari metode transfer embrio adalah sebagai berikut : 
1.5.1 In vitro Fertilisasi (IVF)
Di bidang kedokteran umum, dapat dijumpai kasus adanya pasangan usia subur tidak memiliki keturunan.  Jika sebagai terapi jalan keluar harus menggunakan metode TE, maka tindakan IVF biasanya tidak dapat dihindari. Untuk itu pasien wanita akan mendapatkan stimulasi ovari dengan pemberian hormon (misalnya hMG dan Clomifen). Setelah ovum masak dalam folikel akan dilakukan pungsi (ova pick up). Oosit ini akan dibuahi dengan spermatozoa suami yang telah berkapasitasi. Sigot yang dihasilkan ditransfer kembali kepada resipien atau pasien.
Dalam pemanfaatan oosit dari ovaria ternak yang telah dipotong, misalnya di rumah potong hewan dapat dilakukan koleksi oosit dari ovaria (ova pick up). Osit  yang terkoleksi dapat dibuahi in vitro . Jika oosit berasal dari bibit unggul, setelah diperoleh embrio hasil in vitro fertilisasi dapat dilakukan transfer embrio pada resipien yang cocok untuk mendapatkan ternak berkualitas.  Oosit yang  berasal dari ternak biasa, sapi hasil transfer emrio dapat digunakan sebagai bakalan untuk penggemukan dan masuk kerantai makanan konsumen.. 

1.5.2  Pemupukan Oosit atau Embrio Secara In Vitro 
Salah satu syarat berhasilnya TE adalah umur embrio yang ditransfer harus sesuai dengan siklus resipien. Begitu pula salah satu syarat berhasilnya IVF adalah sel oosit harus matang. Jadi untuk tujuan tersebut diperlukan pemupukan. Oosit dapat dipupuk in vitro menjadi oosit matang secara inti dan sitoplasma (matured oocyte). Sedangkan untuk penyesuaian umur embrio, dapat dilakukan pemupukan. Selain itu sistem pemupukan in vitro dari oosit atau embrio dapat digunakan untuk tujuan penelitian medis diantaranya teratology dan farmakologi misal penelitian mengenai daya kerja dan efek obat terhadap perkembangan daya tumbuh embrio serta efek teratologisnya. 
Sampai saat ini dalam program keluarga berencana (KB) masih dicari obat yang efektif untuk kontrasepsi. Tentu dengan adanya sistim pemupukan oosit in vitro, dapat diuji efektivitas suatu obat terhadap kemampuan kontrasepsinya. Juga dapat dilakukan penelitian mengenai pengaruh obat-obat penghambat pertumbuhan seperti antikanker, anti-imun dan obat-obat yang bersifat teratogenik. 


1.5.3  Peningkatan Keturunan (Progeny) dari Bibit Betina Unggul
Rata-rata reproduksi yang rendah dari sapi perah akan membatasi pendayagunaan bibit betina unggul. Biasanya seekor induk seumur hidupnya diharapkan melahirkan empat ekor pedet melalui perkawinan yang konvensional. Melalui metoda TE, dapat diperoleh beberapa pedet dalam sekali perkawinan, sehingga intensitas seleksi dapat ditingkatkan. Melalui anak jantan, seekor induk sapi dapat mempengaruhi genetik dari beberapa ribu ternak sapi keturunannya. Penggunaan selektif metoda TE pada bibit betina unggul untuk mencari pejantan telah banyak disarankan oleh beberapa pakar genetika diantaranya Bradford dan Kennedy (1980). 
Transfer embrio dapat digunakan untuk meningkatkan produksi susu, dengan jalan menggunakan donor ternak sapi yang memiliki genetik unggul dari suatu perusahaan. Sedangkan resipien diperoleh dari betina yang kurang produktif. Sebagai program perbaikan genetik dapat diatasi dengan perkawinan selektif donor dengan tiga atau empat pejantan unggul. 
1.5.4  Pengembang Biakan Bangsa Sapi yang Exotic 
Mengimpor ternak sapi dalam jumlah besar kedalam negeri (dari suatu tempat ketempat lain yang berbeda) akan menimbulkan berbagai kesulitan. Faktor-faktor yang dapat mempersulit diantaranya, tidak ekonomis (mahal), perbedaan iklim, daya tahan terhadap beberapa penyakit yang berbeda pada lingkungan yang baru dan stress. Untuk mengatasi kesulitan tadi dapat dilakukan impor ternak dalam jumlah kecil yang dikembang biakan dengan cara transfer embrio. Keturunan yang diperoleh melalui metoda ini akan cepat beradaptasi dengan lingkungan dan stress penyakit karena keturunan ini melalui periode kebuntingan penuh dalam induk ternak asli pribumi yang telah beradaptasi dengan lingkunganya baik iklim maupun penyakit setempat.. 


1.5.5  Reduksi Interval Generasi 
Salah satu penggunaan yang potensial dari metoda TE (dalam taraf penelitian) adalah penyingkatan interval generasi dan progeny test dari betina prepuber sebagai induk prospektif dari pejantan. Hal ini dapat diperoleh dengan melakukan superovulasi dari ternak sapi betina prepuber dan mentransfer embrio yang diperoleh darinya kepada resipien dewasa kelamin. Beberapa peneliti berhasil dengan superovulasi pada sapi prepuber dan peneliti lainnya bahkan memperoleh sukses sampai terjadi kebuntingan yang berasal dari embrio yang diperoleh dari sapi prepuber akan tetapi, fertilitas dan rata-rata koleksi (recovery rates) dari sapi prepuber yang disuperovulasi adalah sangat rendah. 
1.5.6  Kembar 
Grup Cambridge adalah grup yang pertama mendemonstrasikan kebuntingan kembar dengan angka konsepsi (pregnant rate) yang tinggi (>70%).  Kebuntingan kembar diperoleh dengan mentransfer setiap tanduk rahim dengan satu embrio (transfer embrio duplet). Kemudian grup Irlandia berhasil menginduksi kembar melalui TE, terutama mempunyai nilai proporsi ekonomik dalam industri ternak sapi potong, karena dapat meningkatkan panen pedet tanpa penanaman modal yang besar. Grup Irlandia menggunakan dua metoda dalam produksi kembar. Metoda pertama resipien di IB dan seminggu kemudian di TE, tentu pada tanduk uteri yang kontralateral. Sedangkan metoda kedua adalah TE pada setiap tanduk uteri dengan satu embrio. Satu faktor pembatas pada peternakan sapi perah, yaitu sekitar 95% dari sapi-sapi dara berasal dari kelahiran kembar dengan pedet jantan adalah freemartin dan karenanya steril.   
Transfer embrio untuk menghasilkan kembar melalui transfer embrio duplet (masing-masing uterus didepositkan satu embrio) dan mentransfer akseptor IB yang telah diinseminasi tujuh hari setelah estrus, dapat dipakai dalam peternakan sapi potong. Keturunan hasil transfernya selain memiliki pertumbuhan bobot badan harian yang tinggi juga jumlah hasil transfernya lebih banyak  dari pada transfer embrio secara tunggal. Menurut Imron et al. (2010), hasil panen pedet 20% lebih tinggi daripada hanya menggunakan inseminasi atau transfer embrio  saja.
1.5.7 Pengawetan Embrio dalam Jangka Waktu Lama (Longterm storage of Embryos, Embryo Cryopresevation) 
Metoda transfer embrio yang rutin dipakai dalam kegiatan produksi peternakan sering mendapatkan problema-problema yang hanya dapat diatasi dengan metoda pengawetan embrio melalui metoda pembekuan (cryopreservation). Metoda ini telah memperoleh arti yang penting pada dekade tahun akhir-akhir ini dan telah memperbanyak perbendaharaan sistim serta memperluas dimensi yang baru dalam metoda TE. Metoda pembekuan antara lain memungkinkan pilihan termin yang bebas untuk panen pedet, penyediaan resipien yang tidak tergantung pada status donor dan penyederhanaan ekspor-impor material genetik yang berharga diseluruh dunia. 
Selain itu dengan adanya pengawetan embrio melalui kriopreservasi dapat didirikan bank embrio sebegai reservasi material genetik dan sebagai cadangan suatu populasi ternak. Dari data yang ada dapat ditarik kesimpulan, bahwa perkembangan di bidang pembekuan belum tertutup. Paling tidak, program pengawetan embrio melalui metoda kriopreservasi akan terus memberikan impuls terhadap pelaksanaan TE, terutama dalam memperluas pengetahuan di bidang kriobiologis melalui penelitian-penelitian pembekuan embrio 
1.5.8 Transportasi Internasional (Ekspor-Impor Embrio)
Dahulu sebelum metoda kriopresrvasi embrio, secara ilmiah belum dapat dijamin, dapat dipakai sebagai suatu teknik pengawetan embrio, maka embrio ditransportasi melalui penyimpanan dalam media in vitro ataupun disimpan dalam tuba fallopii dari kelinci. Dengan adanya teknik kriopreservasi embrio, maka embrio beku berbagai bangsa sapi ditawarkan keseluruh penjuru dunia untuk dijual. Keuntungan yang dapat diperoleh melalui metoda pembekuan embrio untuk transportasi interkontinental adalah, reduksi biaya transport, kontrol seleksi genetik dari embrio beku, mengurangi risiko penyakit exotic, adaptasi yang cepat dari keturunan terhadap lingkungan negara pengimpor dan minimal penipisan bibit unggul dari negara pengekspor. Akan tetapi juga terdapat pembatasan ekspor-impor embrio beku, yaitu adanya kemungkinan penyebaran penyakit seperti Foot and Mouth Disease, Blue Tongue dan lain sebagainya. 
1.5.9 Manipulasi Embrio 
1.5.9.1  Pembelahan Embrio (Splitting dan Slicing Embryo) 
Pembelahan embrio menggunakan metoda splitting dan slicing ditujukan untuk menghasilkan kembar identik. Pada umumnya produksi kembar identik dipakai untuk tujuan penelitian. Selain itu itu dapat juga dipakai untuk memperbanyak jumlah embrio yang akan ditransfer dalam rangka mengatasi kelebihan resipien yang disediakan dalam penyiapan resipien TE. 
Metoda transfer embrio telah memungkinkan pembuatan kembar monosigotik. Produksi kembar identik ini diperoleh dengan mikrosurgeri, memisahkan blastomer, atau membelah embrio dengan sayatan mikro atau pemisahan blastomer, kemudan memasukkan masing-masing belahan embrio kedalam zona pelusida kosong dan diinkubasi sampai blastomer tadi menjadi embrio stadium tertentu misal morula atau blastosis akhirnya ditransfer ke resipien. Kembar identik dan quadruplets telah berhasil dilakukan pada biri-biri dan sapi. Embrio (blstomer) yang terbelah melalui splitting atau slicing embryo dimasukkan kedalam zona pelucida kosong kemudian ditransfer atau langsung ditransfer ke resipien tanpa zona pelusida. Diharapkan dari splitted atau sliced embryo yang ditransfer dapat menghasilkan kebuntingan dan dapat melahirkan pedet yang kembar identik (Gambar 2). 
Pembelahan embrio melalui metoda slicing atau splitting akan menghasilkan demi embio dengan jumlah dua kali lipat embrio semula. Metoda ini dapat mengatasi permasalahan kekurangan embrio yang laik transfer (jumlah embrio lebih sedikit dari resipien yang tersedia).
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Gambar 2  Embrio yang telah displitting dan pedet kembar identik hasil pembelahan embrio (foto W. Gehring).

1.5.9.2 Seleksi Kelamin Embrio (Sexing of Embryos) 
Kemungkinan lain adalah kemampuan lain untuk prapenentuan jenis kelamin dari pedet, sehingga peternak dapat menyeleksi pejantan atau sapi dara. Keberhasilan prapenentuan jenis kelamin dan transfer embrio sapi berumur 2 minggu, memungkinkan melakukan sex  kontrol melalui TE. 
Ada tiga metoda untuk prapenentuan jenis kelamin embrio mamalia: 
1) Identifikasi sex kromatin. Sex kromatin adalah suatu bentuk kondensasi dari salah satu X kromosom dan hanya terlihat dalam sel yang memiliki lebih dari satu X kromosom (betina). Untuk mengamati sebagian kecil dari embrio (9-15 hari) diperlukan penyayatan jaringan menggunakan teknik mikrosurgeri dan diperiksa ada tidaknya sex kromatin. Untuk sapi teknik ini tidak dapat diandalkan. 
2) Karyotyping atau analisa sex kromosom. Dalam metoda ini, sebagian kecil embrio diambil secara mikrosurgeri dan diproses untuk diperiksa karyotipenya. Untuk sapi, tampaknya metoda ini agak dapat dipakai walaupun secara praktis masih memerlukan pertimbangan khusus. 
3) Deteksi H-Y antigen.  H-Y antigen adalah protein yang dihubungkan dengan jenis kelamin embrio, ditentukan ada atau tidaknya H-Y antigen, dengan menggunakan antibodi berlabel. Absennya H-Y antigen pada membran sel menunjukkan prapenentuan jenis kelamin adalah betina. 
Diawal tahun  millennium kedua, bidang spermatologi  telah berhasil memisahkan sperma X dan sperma Y. Balai inseminasi buatan (BIB) Singosari pada tahun 2008 sudah mendistribsikan sexed sperm beku keseluruh Indonesia dan juga telah diekspor ke Srilangka dan Malaysia (BBIB Singosari 2009 dan 2010).  Sexed sperm ini dapat dipakai dalam inseminasi oosit dalam program IVF atau poduksi embrio in vivo melalui program transfer embrio (inseminasi hasil superovulasi dengan sexed sperm) dan embrio yang dihasilkannya sudah dapat langsung diketahui jenis kelaminnya berdasar sperma X atau sperma Y yang dipakai dalam inseminasi.
1.5.9.3 Cloning 
Clone adalah sekelompok sel atau organisma dengan pembiakan aseksual, sedemikian rupa sehingga semua individu didalam clone memiliki konstitusi genetik atau genotipe yang sama. Pada mamalia misal sapi, clone dapat dibuat dengan cara transplantasi nucleus kedalam sigot yang telah dibuang pronukleusnya ataupun dengan transplantasi blastomer sebagai individu clone kedalam zona pelusida kosong. 
1.5.9.4 Chimera 
Chimera adalah organisme yang berasal dari gabungan dua jenis organisma dengan konstitusi genetik (genotipe) yang berbeda. Ada dua metoda yang dapat dilakukan untuk memperoleh chimera. Pertama adalah tukar silang blastomer atau inner cell mass dua embrio dari jenis organisme yang memiliki genotipe berbeda. 

1.5.9.5 One Sperm Injection 
Usaha ini merupakan metoda yang baru dijajagi. Tujuannya adalah untuk penghematan sel gamet dan memilih atau menentukan jenis kelamin dari sigot. Oosit yang telah masak, difertilisasi dengan satu sperma (sperma X atau sperma Y) yang telah dikapasitasi. Fertilisasi ini dilakukan dengan jalan penyuntikan menggunakan mikropipet kedalam vitelus oosit. 
1.5.9.6 Transfer Gen 
Pada tahun 1983, ilmuwan di Univeristas Pensylvania dan Washington telah berhasil setapak lebih jauh. Mereka telah dapat memindahkan gen hormon pertumbuhan yang berasal dari manusia kedalam embrio tikus. Setelah dewasa tikus itu menjadi dua kali lebih besar dari tikus normal (supermouse). Selain itu juga Nature, suatu jurnal ilmiah, melaporkan keberhasilan transfer gen untuk hormon pertumbuhan dari tikus ke mencit, yang menghasilkan giant mice. Aplikasi praktis dari transfer gen ini dapat dilakukan, jika identifikasi gen sudah dikuasai. Gen-gen penyebab defek dapat diperbaiki selama perkembangan embrional. Secara teoritis, jika gen produksi susu dapat diisolasi, maka usaha peningkatan produksi susu dapat dilakukan dengan metoda ini.
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