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Arbeitsgemeinschaft Alpenldnder ¢ Comunita di Lavoro delle Regioni Alpine

RESOLUTION
DER ARBEITSGEMEINSCHAFT ALPENLANDER (ARGE ALP)
ZUM THEMA
«LANDERUBERGREIFENDES WOLFSMANAGEMENT»
verabschiedet von der
53. Konferenz der Regierungschefs der ARGE ALP am 21. Oktober 2022 in Innsbruck

Die Regierungschefs der Arbeitsgemeinschaft Alpenlander - ARGE ALP - haben bei ihrer 49.
Konferenz am 29. Juni 2018 in Scuol eine Resolution zum Thema ,Regulierung der Wolfspo-
pulation im Alpenraum® und bei ihrer 51. Konferenz am 30. September 2020 in Salzburg eine
Resolution zum Thema ,Gefahrdung der traditionellen Almwirtschaft durch die Rickkehr des
Wolfes* verabschiedet.

Auch der Europaische Ausschuss der Regionen hat bereits mehrfach Stellungnahmen zum
Thema grolie Beutegreifer abgegeben und zuletzt bei der Plenartagung am 26./27. Janner
2022 im Rahmen der Stellungnahme ,Eine langfristige Vision fir die landlichen Gebiete der
EU ein europaweites Management fur Woélfe und groRe Beutegreifer eingefordert.

Die fir Agrarangelegenheiten zustandigen Regierungsmitglieder der ARGE ALP Mitgliedslan-
der Bayern, Sudtirol, Trentino, Salzburg, Vorarlberg und Tirol haben mit dem am 10.3.2022 in
Innsbruck unterfertigten Arbeitsiibereinkommen zu einem landertbergreifenden Wolfsma-
nagement diese Forderungen der ARGE ALP - Regierungschefs und des Europaischen Aus-
schusses der Regionen unterstrichen. Sie forcieren die konkrete Zusammenarbeit, damit zur
Aufrechterhaltung einer flachendeckenden landwirtschaftlichen Bewirtschaftung der Bergge-
biete und zur Absicherung der Alm- bzw. Alpwirtschaft in den Landern der ARGE ALP in Ab-
stimmung mit den hierflir zustandigen Stellen ein landertbergreifendes Wolfsmanagement
etabliert werden kann.

Vor diesem Hintergrund stellt die ARGE ALP fest, dass folgende inhaltliche Ziele vorsitziiber-
greifend verfolgt werden:
o Verbesserung des landertbergreifenden Monitorings grofter Beutegreifer und insbe-
sondere des Wolfes. Dabei soll das Monitoring durch eine Abstimmung mit den natio-
nalen Monitoringstellen optimiert werden;



Verbesserte Abstimmung im Wolfsmanagement bzw. bei den Wolfsmanagementpla-
nen in den Mitgliedslandern;

Kontinuierlicher Erfahrungs- und Datenaustausch hinsichtlich der Entwicklung von
Grolraubtieren in den Landern der ARGE ALP und im Alpenraum;

Herstellung der Vergleichbarkeit genetischer Proben durch Harmonisierung der gene-
tischen Untersuchungsmethoden und Markersysteme zur besseren Beschreibbarkeit
der Alpenpopulation grof3er Beutegreifer und ihrer Wanderbewegungen;
Erfahrungsaustausch insbesondere zu wirksamen Herdenschutzmalinahmen und
neuen Entwicklungen.

Dies vorausgeschickt beschlieRen die Regierungschefs der ARGE ALP, zum Schutz der alpi-

nen Land- und Almwirtschaft, dass das beigeschlossene Arbeitsiibereinkommen von den zu-

standigen Mitgliedern der ARGE ALP Mitgliedslander im Rahmen der kiinftigen Vorsitzfihrun-

gen und in Entsprechung der strategischen Ausrichtung der ARGE ALP weiterzuverfolgen und

auch auf nationalstaatlicher Ebene bestmaoglich einzubringen ist. Dabei soll das Augenmerk

auf die Umsetzung nachfolgender MalRnahmen gerichtet sein:

Jahrlicher Datenaustausch und -abgleich auf Ebene der ARGE ALP-Mitgliedslander:
Um eine gemeinsame Datengrundlage zur Entwicklung der Populationen grof3er Beu-
tegreifer in den Alpen sowie zu den mit der Prasenz von Groldraubtieren verbundenen
Auswirkungen auf die Berglandwirtschaft und die Almwirtschaft zu erhalten, erfolgt auf
Initiative des jeweils vorsitzfihrenden Mitgliedslandes der ARGE ALP ein jahrlicher
Austausch und Abgleich der Wolfsdaten aus den jeweiligen alpinen Gebieten. Diese
Daten sollen jahrlich jeweils bis 30. Juni vorliegen. Die Mitgliedslander erklaren sich
bereit, an einer standardisierten Datenerhebung mitzuwirken.

Austausch von Daten zu bestimmten (genotypisierten) Woélfen: Um die Bewegung ins-
besondere grenziberschreitend wandernder Wolfe besser nachvollziehen zu kénnen,
werden Daten und — sofern erforderlich — DNA-Proben von individuell bestimmten (ge-
notypisierten) Wolfen ausgetauscht.

Harmonisierung der genetischen Untersuchungsmethoden und Markersysteme: Die
vier derzeit von den Mitgliedslandern mit der Untersuchung genetischer Proben betrau-
ten Labors haben ein gemeinsames Konzept zur Harmonisierung der genetischen Un-
tersuchungsmethoden (,Workshop Report* vom 21.06.2022) vorgelegt. Seitens der La-
bors besteht die Bereitschaft, kiinftig eine einheitliche Technologie zur genetischen
Analyse anzustreben und so eine landertbergreifende Beschreibung der Wolfspopu-
lation im Alpenraum zu ermdglichen.

Zur Entwicklung eines einheitlichen Standards in allen vier teilnehmenden Labors sind
Startinvestitionen in unterschiedlicher Hohe notwendig. Diese sind aus dem beigeflig-
ten Konzept ersichtlich. Die Mitgliedslander erklaren sich bereit, das von den mit der
Untersuchung genetischer Proben betrauten Labors vorgelegte gemeinsame Konzept
auf Umsetzbarkeit unter Berticksichtigung der jeweiligen Besonderheiten der National-
staaten zu prifen und sich in den jeweiligen Nationalstaaten dafir einzusetzen, dass
die erforderlichen Erstinvestitionen entsprechend unterstitzt werden.



Fir den Aufbau einer gemeinsamen Datenbank fiir den Alpenraum bedarf es zudem
einer einmaligen Investition von geschatzten 50.000 Euro. Die Regierungschefs der
ARGE ALP kommen Uberein, diesen Betrag aus Mitteln der ARGE ALP zu finanzieren.
Die laufende technische Wartung dieser Datenbank soll in weitere Folge an jenem La-
bor erfolgen, wo diese angesiedelt wird.

Diese Malinahmen erlauben es erstmalig, eine gemeinsame Datengrundlage und die Voraus-
setzungen flr eine effektives und einheitliches Wolfsmonitoring und -management im Alpen-
raum sowie die Grundlagen fir die Koexistenz dieser legitimen Interessen zu schaffen und
leisten einen wichtigen Beitrag zur nachhaltigen Sicherung der Almbewirtschaftung sowie der
Erhaltung der Berglandwirtschaft in den Mitgliedslandern der ARGE ALP im Hinblick auf die
Wiederbesiedelung des Alpenraumes durch den Wolf.

Diese technischen MalRnahmen fir ein effizienteres und einheitliches Wolfsmonitoring und ei-
nem daraus abgeleiteten Wolfsmanagement verstehen sich komplementar zu den bereits be-
stehenden Beschliissen der ARGE ALP vom 29. Juni 2018 aus Scuol und vom 30. September
2020 aus Salzburg. In diesen wird auf die dringliche Notwendigkeit eines angemessenen Ma-
nagements der Wolfspopulationen im Alpenraum hingewiesen.

Das Ziel der ARGE ALP Lander bleibt der Schutz der einzigartigen alpinen Berglandwirtschaft.
Die Bewirtschaftung von Berghdfen und Almen ist nicht nur ein kultureller und traditioneller
Bestandteil unserer Gesellschaft, sondern er hat eine enorme Wichtigkeit fir die kleinstruktu-
rierte alpine Landwirtschaft, die Pflege und Erhaltung der Landschaft, den Erhalt und die For-
derung der Biodiversitat sowie die Verminderung der und die Anpassung an die Auswirkungen
des Klimawandels und nicht zuletzt den touristischen und damit auch wirtschaftlichen Mehr-
wert im landlichen Raum.

Die ARGE ALP Lander foérdern weiterhin mogliche MaRnhahmen zum Herdenschutz und dem
Umgang mit groRen Beutegreifern unter Berlcksichtigung der ortlichen Gegebenheiten und
Strukturen, wobei ein besonderes Augenmerk auf Woélfe und Baren gelegt wird. Es werden
aber auch geeignete Schritte gesetzt, um den Erhaltungszustand der Population der alpinen
biogeografischen Region gemeinsam landeribergreifend zu bewerten. Die ARGE ALP verfolgt
— durch Einwirkung auf die EU-Kommission - die Herabsetzung des Schutzstatus des Wolfs in
allenfalls auch grenziiberschreitenden Teilgebieten, in denen ein gunstiger Erhaltungszustand
besteht, durch dessen Listung in Anhang V anstatt Anhang IV der FFH-Richtlinie und férdert
die Ergreifung rascher Malinahmen hinsichtlich der Umsetzung von Erfordernissen im Rah-
men des Wolfsmanagements. Ebenso wird sich die ARGE ALP auf europaischer Ebene daflr
einsetzen, dass beim Schutz des Wolfes auf die wirtschaftlichen, sozialen, kulturellen und re-
gionalen Anforderungen im alpinen Bereich Rlcksicht genommen wird.

Anlagen: Arbeitsiibereinkommen der Agrarreferent:innnen vom 10.3.2022
Workshop Report vom 21.06.2022
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Arbeitsiibereinkommen

der Agrarreferentinnen und Agrarreferenten

aus den Mitgliedsldndern der
Arbeitsgemeinschaft Alpenlinder - ARGE ALP
'BAYERN, SUDTIROL, TRENTINO, SALZBURG,
VORARLBERG und TIROL zum Thema
Landeriibergreifendes Wolfsmanagement

Die Regierungschefs der Arbeitsgemeinschaft Alpenldnder - ARGE ALP haben bei ihrer 49. Konferenz am 29.
Juni 2018 in Scuol eine Resolution zum Thema ,Regulierung der Wolfspopulation im Alpenraum” und bei ihrer
51. Konferenz am 30. September 2020 in Salzburg eine Resolution zum Thema ,Gefdhrdlng der traditionellen
Almwirtschaft durch die Riickkehr des Wolfes” verabschiedet.

Auch der Européische Ausschuss der Regionen hat bereits mehrfach Stellungnahmen zum Thema groRe Beute-
greifer abgegeben und zuletzt bei der Plenartagung am 26./27. Janner 2022 im Rahmen der Stellungnahme
LEine langfristige Vision fir die lindlichen Gebiete in der EU" ein europaweites Management flir Wolfe und grofe
Raubtiere eingefordert.

Die fur Agrarangelegenheiten zustdndigen Mitglieder der Regierungen der Mitgliedsldnder der ARGE ALP aus
Bayern, Stdtirol, Trentino, Salzburg, Vorarlberg und Tirol unterstreichen die Forderungen der ARGE ALP - Regie-
rungschefs und des Europdischen Ausschusses der Regionen. Sie forcieren die konkrete Zusammenarbeit, damit
zur Aufrechterhaltung einer flichendeckenden landwirtschaftlichen Bewirtschaftung der Berggebiete und zur
Absicherung der Alm- bzw. Alpwirtschaft in den Lindern der ARGE ALP in Ubereinkunft mit den hierfiir zustdn-
digen Stellen ein landertbergreifendes Wolfsmanagement etabliert werden kann.

In den genannten Mitgliedsldndern der ARGE ALP sollen daher folgende inhaltliche Ziele verfolgt werden:

- Verbesserung des landertbergreifenden Monitorings grofRer Beutegreifer und insbesondere des Wolfes.

»  Verbesserte Abstimmung im Wolfsmanagement bzw. bei den Wolfsmanagementpldnen in den
Mitgliedsldndern.

«  Kontinuierlicher Erfahrungs- und Datenaustausch hinsichtlich der Entwicklung von Grofraubtieren in den
Léndern der ARGE ALP und im Alpenraum.

«  Herstellung der Vergleichbarkeit genetischer Proben durch Harmonisierung der genetischen Untersu-
chungsmethoden und Markersysteme zur besseren Beschreibbarkeit der Alpenpopulation grof3er Beutegrei-
fer und ihrer Wanderbewegungen.

Die Agrarreferentinnen und Agrarreferenten aus den ARGE ALP Mitgliedsldndern Bayern, Stdtirol, Trentino,
Salzburg, Vorarlberg und Tirol beschliefen, dass zusammen mit den jeweils zustdndigen Stellen in einem ersten
Schritt folgende MaRnahmen umgesetzt werden:

- Jahrlicher Datenaustausch und -abgleich auf Ebene der ARGE ALP-Mitgliedsldnder: Um eine gemeinsame
Datengrundlage zur Entwicklung der Populationen grofRer Beutegreifer in den Alpen sowie zu den mit der
Présenz von GroRraubtieren verbundenen Auswirkungen auf die Berglandwirtschaft und die Almwirtschaft
zu erhalten, erfolgt auf der Ebene der ARGE ALP Mitgliedsldnder ein jahrlicher Austausch und Abgleich der
Wolfsdaten aus den jeweiligen alpinen Gebieten. Diese Daten sollen jeweils bis zum Ende des ersten Quar-
tals eines Jahres vorliegen.




»  Austausch von Daten zu bestimmten (genotypisierten) Walfen: Um die Bewegung insbesondere grenziiber-
schreitend wandernder Wélfe besser nachvollziehen zu kénnen, werden Daten und - sofern erforderlich —
DNA-Proben von individuell bestimmten (genotypisierten) Wélfen ausgetauscht. Der Austausch von Proben
und Daten soll im Sinne eines ersten Schrittes zur Harmonisierung der genetischen Untersuchungsmetho-
den ab Mitte dieses Jahres 2022 auf bi- oder multilateraler Ebene der Mitgliedsldnder erfolgen. Die beteilig-
ten Labors werden beauftragt, bis spatestens 30.5.2022 die Vorgehensweise sowie die entstehenden Kosten
bekannt zu geben.

«  Harmonisierung der genetischen Untersuchungsmethoden und Markersysteme: Die vier derzeit von den
Mitgliedslandern mit der Untersuchung genetischer Proben beauftragten Labors werden beauftragt, bis Mit-
te September 2022 ein Konzept zur Harmonisierung der genetischen Untersuchungsmethoden und Marker-
systeme inklusive Zeitplan und Kostenschétzung zu erstellen.

«  Das Labor fiir genetische Untersuchungen der Veterindrmedizinischen Universitit Wien wird von den Mit-
gliedsldndern Tirol, Vorarlberg und Salzburg mit der Federfiihrung fiir die Abstimmung der Labors fiir den
Daten- und Probenaustausch sowie der Ausarbeitung eines Konzeptes zur Harmonisierung der genetischen
Untersuchungsmethoden und Markersysteme beauftragt. Dafiir wird ein Budgetrahmen von maximal €
10.000 veranschlagt.

Diese ersten MalRnahmen erlauben es erstmalig, eine gemeinsame Datengrundlage und die Voraussetzungen
fur eine effektives Wolfsmonitoring und -management im Alpenraum zu schaffen und leisten einen wichtigen
Beitrag zur nachhaltigen Sicherung der Almbewirtschaftung sowie der Erhaltung der Berglandwirtschaft in den
Mitgliedsldndern der ARGE ALP im Hinblick auf die Wiederbesiedelung der Alpen durch den Wolf.

Dieses Arbeitsubereinkommen wird dem Leitungsausschuss der ARGE ALP mit dem Ersuchen Gibermittelt, es der
ARGE ALP Regierungschefkonferenz am 21. Oktober 2022 zur allfélligen Beschlussfassung vorzulegen.

Innsbruck, den 10. Mirz 2022
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Die Alpen leben - Le Alpi vivono

ARGE-ALP-Workshop: Ein gemeinsamer
Ansatz zur Genotypisierung von Wolfen
im Zeitalter der Hochdurchsatzverfahren

Workshopzusammenfassung und Empfehlungen
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Workshopinformationen

Datum

21.06.2022

ARGE-ALP-Mitgliedslabore:

Edmund-Mach-Stiftung (Fondazione Edmund Mach, FEM), Italien

Universitadt Lausanne (UL), Schweiz

Senckenberg Gesellschaft fiir Naturforschung (SGN), Deutschland

Forschungsinstitut fir Wildtierkunde und Okologie (FIWI), Osterreich

Assoziierte Alpenlabore:

Universitat Ljubljana, Slowenien

DivjalLabs, Slowenien

Antagene, Frankreich

ISPRA, Italien

Workshop-Teilnehmer*innen

Steve Smith, Gastgeber, Laborleiter Wien, Nationales Referenzlabor Osterreich

Georg Rauer, FIWI Wien

Carsten Nowak, SGN, Leiter Nationales Referenzlabor Deutschland

Sebastian Collet, Wolfsdatenanalyst, SGN

Heidi C. Hauffe, Leiterin Naturschutzgenetiklabor (Conservation Genomics Lab), FEM, Trient
Barbara Crestanello, Technische Leitung, FEM, Trient

Nadia Mucci, Laborleiterin, ISPRA Nationales Referenzcenter, Bologna, Italien

Romolo Caniglia, Forschungsleiter, Nationales Referenzlabor ISPRA, Bologna, Italien

Luca Fumagalli, Laborleiter Lausanne, Nationales Referenzlabor Schweiz

Tomaz Skrbinsek, Laborleiter Universitat Ljubljana, Nationales Referenzlabor Slowenien
Astrid Vik Stronen, Universitat Ljubljana

Pierre Taberlet, CNRS, Frankreich, technischer Berater Nationales Referenzlabor Frankreich
— ANATAGENE Frankreich (Lyon)

Martin Janovsky, Land Tirol



Einleitung
Beim Treffen der Regierungsvertreter der ARGE ALP am 10.03.2022 wurden die folgenden
angestrebten Ziele fiir die Mitgliedslander beschlossen:

1. Optimierung des landeribergreifenden Monitorings von GrofRraubtieren in der Arge-Alp-
Region, insbesondere des Wolfes

2. Verbesserte Koordination von Wolfsmanagement und Wolfsmanagementplanen in den
Mitgliedslandern

3. Besserer Daten- und Erfahrungsaustausch in Bezug auf die Entwicklungen bei den grof3en
Karnivoren in den Mitgliedslandern der ARGE ALP sowie im gesamten Alpenraum

4. Etablierung gemeinsamer Protokolle fiir eine Vergleichbarkeit von genetischen Proben durch
Harmonisierung von Probenahmemethoden, genetischen Untersuchungsverfahren und
Markersystemen zur besseren Nachvollziehbarkeit der Wolfspopulation im Alpenraum und
ihrer Wanderbewegungen

Um diese Ziele zu erreichen, wurde am 21.06.2022 ein Online-Workshop mit den Leiter*innen aller
Labore der ARGE ALP und Fachleuten von assoziierten Laboren aus benachbarten Landern bzw.
Regionen abgehalten. Ziel dieses Workshops waren die Feststellung von Gemeinsamkeiten zwischen
den genetischen Monitoringverfahren der Labore der ARGE ALP, die Ausarbeitung eines Plans zur
Harmonisierung dieser Verfahren und ein offener Austausch unmittelbar vergleichbarer Daten.

Dieser Bericht fasst die Ergebnisse des Treffens zusammen und enthalt einen detaillierten
Vorschlag einschlieBlich Zeitrahmen fiir die Entwicklung eines gemeinsamen Ansatzes aller Labore
bei der Bearbeitung der genetischen Proben von Wélfen.

Die grolRe Herausforderung einer laboriibergreifenden Harmonisierung von
Genotypisierungsverfahren besteht im Alpenraum bereits seit Langem. Alle Mitgliedslander der ARGE
ALP haben unabhéngig voneinander und mit unterschiedlichen infrastrukturellen Gegebenheiten,
Zielen und finanziellen Mitteln mit dem Wolfsmonitoring begonnen. Dies hat dazu gefiihrt, dass in
allen Laboren voneinander abweichende Markersatze herangezogen werden, was einem direkten
Datenaustausch lber nationale Grenzen hinweg im Wege steht. Dieses Problem wurde bereits in der
Vergangenheit — sowohl informell als auch im formellen Rahmen des von der EU geférderten
Projekts LIFE WOLFALPS und des Nachfolgeprojekts LIFE WOLFALPS 2 — thematisiert. Bislang gibt es
allerdings noch keinen klaren Lésungsansatz fiir eine laboriibergreifende Harmonisierung des
genetischen Wolfsmonitorings.

Andere Regionen Europas (z. B. die ISPRA-Labore in Italien und die Labore des CEwolf Konsortiums,
dem auch Deutschland und Osterreich angehdren) konnten ihre Verfahren soweit harmonisieren,
dass ein unkomplizierter Austausch von Genotypisierungsdaten zwischen den Laboren maoglich ist.
Dieses gemeinsame Vorgehen in Mitteleuropa basiert auf der relativ spaten Wiederansiedlung von
Wolfen in dieser Region und dem Bewusstsein (aufgrund vergangener Erfahrungen), dass ein
flichendeckender Ansatz erstrebenswert ist. Trotz dieses Vorteils stehen auch die Labore des CEwolf
Konsortiums vor der neuen schwierigen Aufgabe, Hochdurchsatzverfahren fiir die Genotypisierung
einflihren zu missen, um der rasant ansteigenden Zahl von Proben gewachsen zu sein. Diese
notwendige Durchsatzerhéhung ist im gesamten Alpenraum ein Problem. Nun ist der entscheidende
Zeitpunkt, um die Weichen fir einen koordinierten Umstieg auf neue Hochdurchsatztechnologien in
der gesamten ARGE-ALP-Region und den angrenzenden Landern zu stellen.



Ist-Zustand in den Mitgliedslandern

Zwischen den Mitgliedslaboren bestehen groRe Unterschiede hinsichtlich der Anzahl an bearbeiteten
Proben, der Bearbeitungszeit und der angewandten Verfahren. Die Anzahl der jéhrlich bearbeiteten
Proben variiert zwischen mehreren hundert und mehreren tausend und die Bearbeitungszeit
zwischen drei und 30 Tagen. Allen Alpenregionen gemeinsam ist ein jahrlich fast exponentieller
Anstieg der Probenanzahl.

Tabelle 1: Zusammenfassung von Auslastung und angewandten Verfahren in den Laboren der
ARGE ALP

Ist-Zustand | FEM | Unilausanne | SGN | FIWI
Proben (2021) 410 1000 4000 673
1
Rudel (2021) 28 16 158 3
Einzeltiere (2021) 67 148 777 48
e mtDNA?/Msat3 mtDNA/Msat mtDNA/Msat/ mtDNA/Msat/
Identifizierungsverfahr SNp Amylase-CNV?
en Spezies
P CE-Msats® HTS-Msat’ CE-Msats CE-Msats
|dentifizierungsverfahr 12 Marker 22 Marker 13 Marker 21 Marker
en Einzeltiere
Bearbeitungszeit
(Werktage) 3/14 Tage 5 Tage 3/5 Tage 7/10 Tage
Identifizierung Spezies (schnell/normal) (schnell/normal) (schnell/normal)
10/60 Tage 14 Tage 3/14 Tage® 10/15 Tage
(schnell/normal) (schnell/normal) (schnell/normal)

Identifizierung
Einzeltiere

1 Plus 27 Wolfspaare und 20 territoriale Einzeltiere; > Sequenzierung der mtDNA-Kontrollregion zur
Bestimmung aussagekréaftiger Haplotypen der Spezies kombiniert mit einer Bestatigung durch 3 Mikrosatelliten-
Marker-Daten und # einem Einzelnukleotid-Polymorphismus-Assay zum Nachweis von Hybriden (96 Marker)
bzw. ° einer Schitzung der Anzahl genetischer Kopien von Amylase 2B zum Nachweis von Hybriden; &
Kapillarelektrophorese von vom ISPRA auf nationaler Ebene entwickelten Mikrosatelliten-Marker-Loci; ’
Hochdurchsatzsequenzierung von Mikrosatelliten-Marker-Loci; & das Senckenberg Zentrum fiir Wildtiergenetik
bietet auch eine Massenbearbeitung zur Identifizierung von Einzeltieren mit einer Bearbeitungszeit von
mehreren Wochen an.

Drei der vier ARGE-ALP-Labore nutzen aktuell das traditionelle Verfahren der Kapillarelektrophorese
von Mikrosatelliten-Markern (CE-Msats) zur Genotypenidentifizierung von Einzeltieren. Beim CE-
MSATs-Verfahren wird ein DNA-Markersatz, der sich von Individuum zu Individuum in der Lange der
Markerallele unterscheidet, amplifiziert. Eine solche Amplifizierung funktioniert gut bei Wolfs-DNA
aus nichtinvasiven (Umwelt-)Proben wie frischem Kot, Urin oder Speichel. Aus historischen Griinden
und aufgrund abweichender Prioritaten hinsichtlich des Vergleichs von Daten zwischen Laboren im
eigenen Land und mit benachbarten Landern werden in allen Laboren unterschiedliche Markersatze
verwendet. Es gibt Uberschneidungen bei den Markern jener drei Labore, die noch mit den
traditionellen Mikrosatelliten-Markern arbeiten (siehe unten), was einen Vergleich einzelner



Identifikationsmerkmale ermdoglicht — allerdings nur bis zu einem gewissen Grad, da eine geringere
Ausschlusskraft besteht, wenn weniger Marker miteinander verglichen werden.

Tabelle 2: Uberschneidungen bei den in den Alpenlaboren verwendeten Mikrosatelliten-
Markern

|

| FEM | UnilLausanne GN FIWI
-

4 0 13

7 0 13 21

Bestehende Moglichkeiten zum Datenaustausch

Die in den einzelnen Alpenlaboren bestehenden Analysesysteme bieten wenig Raum fir
Datenaustausch, um Einzelwolfe tGber die Grenzen hinweg zu verfolgen. Derzeit besteht keine
Moglichkeit zum direkten Datenaustausch zwischen der Universitdt Lausanne und den anderen
Mitgliedslaboren der ARGE ALP. (Die Universitat Lausanne und das assoziierte Alpenlabor der
Universitat Ljubljana nutzen dasselbe Markersystem und kdnnen daher Daten direkt miteinander,
jedoch nicht mit den anderen Laboren austauschen.) Die SGN in Deutschland und das FIWI in
Osterreich weisen eine vollstindige Uberschneidung ihrer Marker auf und tauschen regelméaRig
Daten Uber grenziiberschreitend wandernde Einzeltiere aus. Die Labore der FEM und des FIWI
kénnten moglicherweise Daten austauschen, jedoch ist es unwahrscheinlich, dass die sieben sich
liberschneidenden Marker aussagekraftig genug fir eine genaue ldentifizierung von Einzelwodlfen
waren. (Um diese Moglichkeit auszuloten, werden gerade Standard-DNA-Proben der FEM nach Wien
geschickt.)

Eine andere Moglichkeit zur Verfolgung einzelner Woélfe iber Grenzen hinweg ist der anlassbezogene
Austausch von DNA-Proben von Einzeltieren zwischen Laboren. Dieser Ansatz erwies sich beim
Vergleich von DNA-Spuren in Proben aus der Schweiz und Tirol bereits als erfolgreich, jedoch stehen
logistische Probleme einer regelmaRigen Durchfiihrung im Weg. Die Kosten fir Versand,
Genehmigungen und Analysen missen von einem oder beiden beteiligten Mitgliedslaboren getragen
werden. Zeitverzégerungen, die bei einem internationalen Transport nicht zu vermeiden sind,
kénnen dazu fiihren, dass die Daten nicht rechtzeitig zur Verfligung stehen. Das 6sterreichische FIWI
hat sich bereit erklart, als Zentrum fir den Austausch und die Bearbeitung der DNA von
grenziiberschreitenden Woélfen zu fungieren. Allerdings ist noch unklar, wie das Ganze finanziert
werden soll.

Zukunftige Technologie und Harmonisierungspotenzial

Die Workshop-Teilnehmer*innen sprachen ausfihrlich tber die verschiedenen Moglichkeiten im
Hinblick auf das zukiinftige Vorgehen beim Monitoring von Einzelwolfen und insbesondere lber die



Harmonisierung von Genotypendaten, um den Austausch von Informationen zu
grenziiberschreitenden Wolfspopulationen, abwandernden Einzeltieren und Hybriden zu erleichtern.
Die wichtigsten Ergebnisse:

Der Workshop unterstrich die Tatsache, dass die Probenanzahl in allen Laboren der ARGE
ALP in unmittelbarer Zukunft massiv zunehmen wird und die Labore zur Identifizierung von
Einzeltieren auf die Hochdurchsatzsequenzierung (HTS) oder ein anderes
Hochdurchsatzverfahren setzen miissen (sofern noch nicht geschehen, wie z. B. an der UL).
Ein wichtiger Aspekt ist, dass der Umstieg auf HTS den Einsatz einer hoheren Anzahl an
Markern, die flr die korrekte Identifizierung von ingeziichteten Einzeltieren und Hybriden
aus Hund und Wolf bendtigt wird, sowie eine automatische bioinformatische Analyse, die
den Zeitaufwand fiir die Genotypisierung und die Wahrscheinlichkeit einer statistischen
Verzerrung (Bias) verringert, ermdglicht.

Die aktuellen Moglichkeiten von HTS-Technologien nutzen die Amplikon-Sequenzierung von
entweder Mikrosatelliten-Marker-Loci oder SNP-Marker-Loci.

o Mikrosatelliten fur die HTS wurden jlingst an den Universitaten von Lausanne und
Ljubljana optimiert und eingefihrt.

o Fir die Plattform Fluidigm wurden zwei aus je 96 SNP-Markern bestehende Panels
entwickelt und optimiert, und von der SGN sowie vom ISPRA erfolgreich getestet.
Jedoch wird lediglich das Panel zur Unterscheidung des Hybrids zwischen Wolf und
Hund von der SGN routinemaRig im Wolfsmonitoring eingesetzt. Da andere
europdische Labore nicht liber diese geschiitzte Fluidigm-Technologie verfligen, hat
sich das Verfahren — mit Ausnahme von Laboren in Skandinavien, bei denen sie
routinemaRig zum Einsatz kommt — nicht auf das Wolfsmonitoring in anderen
europaischen Landern ausgeweitet. Einige europaische Labore senden routinemalig
ausgewahlte Proben bei Verdacht auf einen Hybrid zur SNP-Analyse an die SGN.

An den Universitdaten von Lausanne und Ljubljana wurden bereits Protokolle fir die HTS-
Msats-Typisierung (inkl. Bioinformatik-Pipelines) an nichtinvasiven biologischen Proben wie
Kotpellets untersucht und werden nun in beiden Landern routinemaRig im Wolfsmonitoring
eingesetzt. (Die Ergebnisse sollen in Kiirze veroffentlicht werden.)

o Beide Labore nutzen die Sequenzierungsplattform von lllumina fiir die HTS-Msats,
theoretisch lasst sich das Verfahren aber auf alle HTS-Plattformen (ibertragen.

Alle Labore der ARGE ALP stehen einer Erprobung des HTS-Msat-Panels bei angemessener
Forderung offen gegentliber; wobei:

o die FEM (Provinz Trient) an die einheitliche Methodik des Italienischen Nationalen
Referenzlabors ISPRA gebunden ist. Das bedeutet, dass der Umstieg auf HTS-Msat
von einem Plan zur Ausweitung der Harmonisierung auf ganz Italien begleitet
werden muss. Die FEM steht gerade in Verhandlungen mit der UL, um die
Durchfiihrbarkeit eines solchen Umstiegs zu prifen.

o die FEM als Testlabor fiir die Erprobung von HTS in Kooperation mit dem ISPRA
fungieren konnte.

o die SGN (Deutschland) sich ebenfalls in einer besonders schwierigen Situation
befindet, weil nur ein Bruchteil der deutschen Wolfsterritorien im Alpenraum liegt.
die Prioritat flir die SGN in der Aufrechterhaltung des Datenaustauschs mit den
Laboren des CEwolf Konsortiums (Polen, Tschechische Republik, Niederlande,
Belgien, Luxemburg, Osterreich und Ddnemark) liegt. der Umstieg auf ein neues
Genotypisierungsverfahren immer auch eine Ausweitung der Harmonisierung auf
ganz Mitteleuropa vorsehen sollte.



o auch das FIWI (Osterreich) den Datenaustausch mit den Laboren des CEwolf
Konsortiums aufrechterhalten muss.
https://www.senckenberg.de/de/institute/senckenberg-gesellschaft-fuer-
naturforschung-frankfurt-main/abt-fliessgewaesseroekologie-und-
naturschutzforschung/das-cewolf-konsortium/

e Esist erwdhnenswert, dass SNP-Marker-Loci ebenfalls in das HTS-Msats-Panel aufgenommen
werden kdnnten, um zusatzliche Informationen (iber einzelne Proben zu erhalten (z. B. Grad
der Introgression mit Hunden/Schakalen, Ursprungspopulation).

e Um eine kiirzere Bearbeitungszeit zu erreichen, missten einige der Labore HTS-Sequenzierer
anschaffen. Dabei stehen Folgende zur Auswahl:

o llumina MiniSeq (derzeit an der UL genutzt)

o Oxford Nanopore Minlon (Protokolle aktuell in Entwicklung in Wien und Frankreich
und moglicherweise in 12 Monaten verfiigbar)

e Zusatzliche Punkte:

o Archivierte Proben (der letzten 2 bis 3 Jahre) miissten mit dem neuen HTS-Verfahren
erneut untersucht werden, um ein zukiinftiges Monitoring von Einzeltieren zu
ermoglichen.

o Die notwendige praktische Einflihrung in die Hochdurchsatzsequenzierung konnte
von Lausanne oder Ljubljana Gbernommen werden.

o Die Einrichtung einer individuellen Genotypendatenbank wiirde den Datenaustausch
enorm erleichtern und verbessern.

o Der aktuell betriebene Probenahmeaufwand unterscheidet sich von Land zu Land
stark. In einigen Landern basiert das Monitoring rein auf eingeschickten Proben im
Zusammenhang mit Schadensmeldungen, wahrend andere Regionen regelmaRig
koordinierte Transektprobenahmen durchfiihren. Eine Harmonisierung von
Probennahmeaufwand und Genotypisierungsverfahren wiirde einen
flachendeckenden Vergleich von Wolfs- und Rudeldichten ermdoglichen.

o Das Problem der mit HTS verbundenen langen Bearbeitungszeiten und hohen Kosten
besteht fort. Eilige Proben sollten innerhalb weniger Tage kostengiinstig bearbeitet
werden, was flr die Hochdurchsatzsequenzierung problematisch ist. Um diesem
Problem beizukommen, muss eine Untergruppe von Markern fiir die klassische
Fragmentlangenanalyse im Sanger-Sequenzierer optimiert werden.

Tabelle 3: Vorgeschlagener Zeitrahmen flr den Umstieg auf einen gemeinsamen
Genotypisierungsansatz

Harmonisierungsschritt | Vorgeschlagenes Datum
e Austausch der DNA von grenziiberschreitenden Walfen e ab sofort
e HTS-Msat-Schulung e November 2022
e Anschaffung der erforderlichen Gerate e Dezember 2022
® Anpassung des Verfahrens fiir die Nutzung mit Oxford e Dezember 2023
Nanopore Minlon
® Probenbearbeitung mittels Hochdurchsatzsequenzierung e Mai 2023 — April 2024

parallel zur traditionellen Genotypisierung


https://www.senckenberg.de/de/institute/senckenberg-gesellschaft-fuer-naturforschung-frankfurt-main/abt-fliessgewaesseroekologie-und-naturschutzforschung/das-cewolf-konsortium/
https://www.senckenberg.de/de/institute/senckenberg-gesellschaft-fuer-naturforschung-frankfurt-main/abt-fliessgewaesseroekologie-und-naturschutzforschung/das-cewolf-konsortium/
https://www.senckenberg.de/de/institute/senckenberg-gesellschaft-fuer-naturforschung-frankfurt-main/abt-fliessgewaesseroekologie-und-naturschutzforschung/das-cewolf-konsortium/

® Genotypisierung archivierter DNA-Proben mit dem neuen e Marz 2023 —Juni 2023
HTS-Msat-Ansatz

e Einrichtung und Pflege einer Online-Datenbank fiir die e April 2023 — Oktober 2023 mit

einzelnen Wolfsgenotypen in den Alpen anschlieBender kontinuierlicher Pflege

Von der ARGE ALP geforderte Unterstitzung/Finanzierung

Um das Ziel einer Harmonisierung zwischen allen Laboren der ARGE ALP zu erreichen, erfordert ein
Umstieg auf neue Technologien betrachtliche Investitionen in die Bereiche Infrastruktur, Personal
und Zeit. Die Mitgliedslabore der ARGE ALP miissen unbedingt in der Lage sein, konsistente und
vergleichbare Daten zu generieren, die in der gesamten Region genutzt werden kénnen. Die genutzte
Technologieplattform sollte zudem den Anforderungen aller Mitgliedslabore an Durchsatz, Kosten
und Bearbeitungszeit entsprechen. Daher gibt es moglicherweise keine Technologieplattform, die
universell in allen Laboren und Regionen einsetzbar ist. Jedes Labor miisste in neue Gerate, Personal
und Bearbeitungspipelines fir die Generierung und den Austausch verlasslicher und direkt
vergleichbarer Daten zu Einzelwélfen investieren. Die nachstehende Tabelle listet einige der Kosten
auf, die je Labor vor dem Umstieg der ARGE-ALP-Labore auf einen neuen gemeinsamen
methodischen Ansatz getragen werden missen.

Viele der Kosten, wie z. B. fiir die Einfiihrung von HTS parallel zum traditionellen Verfahren fiir einen
Zeitraum von mindestens 12 Monaten, sind schwierig zu beziffern und von Labor zu Labor
unterschiedlich. Die Ausgaben fiir zusatzliches Personal wahrend der Ubergangsphase miissen
ebenso beriicksichtigt werden und sind schwer einzuschatzen. Die Labore der ARGE ALP bendétigen
erhebliche Unterstiitzung bei der Einflhrung der neuen Systeme unter gleichzeitiger Weiterfiihrung
ihrer bestehenden Monitoringaufgaben.

Tabelle 4: Erforderliche Positionen und geschatzte Kosten fiir den Umstieg auf einen

gemeinsamen HTS-Ansatz

Geschatzte Kosten (€) Begriindung

Position
FEM

e Hochdurchsatzsequenzierer | @ Illumina MiniSeq — 55.000,00 e Hochdurchsatzsequenzierer
e Jahrlicher Wartungsvertrag — gehoren nicht zur

4.000,00 Standardausstattung der meisten
ARGE-ALP-Labore. HTS wird haufig
an groRe Servicelabore
ausgelagert, wobei die
zunehmende Durchlaufzeit diese
Option fiir das Monitoring von
Wolfen im Alpenraum

unbrauchbar macht.

e Probenbearbeitung parallel e Personalkosten —90.000,00 e Ein Systemwechsel ist ohne einen
zu traditionellen Verfahren Testzeitraum zur Feststellung der
Validitat der Ergebnisse nicht



fiir einen Zeitraum von 12

Monaten

® Genotypisierung
archivierter DNA-Proben
mit dem neuen HTS-Msat-

Ansatz

Landesschitzung?

o HTS-Msat-Schulung

e GroBbestellung gangiger
HTS-Msat-Primer

e Genotypisierung
archivierter DNA-Proben
mit dem neuen HTS-Msat-

Ansatz

Landesschatzung

e Hochdurchsatzsequenzierer : ®

e 100,00/Probe
e ~ 100 Proben
® Insgesamt ca. 10.000,00

159.000,00 €

e Laborreagenzien —2.000,00

e Anreise und Ubernachtung — fiir
9 Personen und 3 Nachte —
5.000,00

e 12.000,00 fiir 2.500 Primer

e 100,00/Probe
e ~ 500 Proben
e Insgesamt ca. 50.000,00

69.000,00 €

Illumina MiniSeq — 55.000,00
e Jahrlicher Wartungsvertrag —
4.000,00

moglich. Fir diesen
Ubergangszeitraum wird
zusatzliches Personal bendtigt.
1 Labortechniker*in befristet auf 2

Jahre

Alle Labore mussen weiterhin in der
Lage sein, die neuen Daten mit
dlteren Proben zu vergleichen, um
eine Kontinuitat im Monitoring von
Rudeln und
Verwandtschaftsverhaltnissen zu

gewahrleisten.

Das Verfahren wurde bereits
optimiert und eingefiihrt, sodass
andere Labore von der
vorhandenen Expertise profitieren
kénnen.

Je drei Vertreter von allen drei
ARGE-ALP-Laboren besuchen
Lausanne

Kostensparende Sammelbestellung
von eindeutig markierten Primern
fir die Amplifikation von 44 Msat-
Loci und einem Locus zur
Geschlechtsbestimmung in 8
Replikaten,

die unter den Alpenlaboren
aufgeteilt werden sollen.

Alle Labore missen weiterhin in der
Lage sein, die neuen Daten mit
dlteren Proben zu vergleichen, um
eine Kontinuitdt im Monitoring von
Rudeln und
Verwandtschaftsverhaltnissen zu

gewahrleisten.

e Hochdurchsatzsequenzierer

gehoren nicht zur

Standardausstattung der meisten
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® Probenbearbeitung parallel
zu traditionellen Verfahren
flir einen Zeitraum von 12
Monaten

e Genotypisierung
archivierter DNA-Proben
mit dem neuen HTS-Msat-
Ansatz

Landesschatzung

e Hochdurchsatzsequenzierer

® Personalkosten —90.000,00

e 100,00/Probe
e "~ 2500 Proben
e Insgesamt 250.000,00

399.000,00 €

e |llumina MiniSeq — 55.000,00
(zzgl. 20 % MwSt.)

e Jahrlicher Wartungsvertrag —
4.000,00 (zzgl. 20 % MwSt.)

e Probenbearbeitung parallel @ Personalkosten —90.000,00

zu traditionellen Verfahren
flir einen Zeitraum von 12
Monaten

(Vollkosten inkl.

Dienstgeberanteil)

ARGE-ALP-Labore. HTS wird haufig
an groRe Servicelabore
ausgelagert, wobei die
zunehmende Durchlaufzeit diese
Option fiir das Monitoring von
Wolfen im Alpenraum
unbrauchbar macht.

e Ein Systemwechsel ist ohne einen

Testzeitraum zur Feststellung der
Validitat der Ergebnisse nicht
moglich. Fir diesen
Ubergangszeitraum wird
zusatzliches Personal bendtigt.

e 1 Labortechniker*in befristet auf 2

Jahre

e Alle Labore miissen weiterhin in der

Lage sein, die neuen Daten mit
dlteren Proben zu vergleichen, um
eine Kontinuitat im Monitoring von
Rudeln und
Verwandtschaftsverhaltnissen zu
gewahrleisten.

e Hochdurchsatzsequenzierer

gehoren nicht zur
Standardausstattung der meisten
ARGE-ALP-Labore. HTS wird haufig
an groRe Servicelabore
ausgelagert, wobei die
zunehmende Durchlaufzeit diese
Option fiir das Monitoring von
Wolfen im Alpenraum
unbrauchbar macht.

e Ein Systemwechsel ist ohne einen

Testzeitraum zur Feststellung der
Validitat der Ergebnisse nicht
moglich. Fur diesen
Ubergangszeitraum wird

zusatzliches Personal bendétigt.

o 1 Labortechniker*in befristet auf 2

Jahre
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e Genotypisierung °
archivierter DNA-Proben
mit dem neuen HTS-Msat- | @

Ansatz

Landesschatzung

Alle Labore

e Einrichtung und Pflege einer : @
Online-Datenbank fiir die
einzelnen Wolfsgenotypen
in den Alpen °

Gemeinsame Ausgaben 2

100,00/Probe (zzgl. 20 %

Overheadkosten)

~ 200 Proben

® Insgesamt 20,000.00 (+ 20
% Overheadkosten)

169.000,00 €

Bioinformatiker*in in Vollzeit
fur 8 Monate (Erstellung der
Datenbank) — 50.000,00
IT-Manager*in fur die
Datenbankpflege in Teilzeit in
permanenter Anstellung —
25.000,00/Jahr

75.000,00 €

o Alle Labore missen weiterhin in der

Lage sein, die neuen Daten mit
dlteren Proben zu vergleichen, um
eine Kontinuitdt im Monitoring von
Rudeln und
Verwandtschaftsverhaltnissen zu

gewabhrleisten.

e Der erste Schritt beim

Datenaustausch ist die
Generierung vergleichbarer
Genotypen. Um die generierten
Daten so effizient wie moglich
nutzen zu kénnen, miissen sie
leicht zugdnglich sein und sicher
aufbewahrt werden, damit alle
autorisierten Nutzer*innen der
ARGE ALP sie individuell abfragen
kénnen.

! Die Landesschatzungen beziehen sich auf die Ausgaben innerhalb der ersten 12 Monate nach dem
Umstieg auf einen harmonisierten HTS-Genotypisierungsansatz. Nach Ablauf dieses Zeitraums

missen die laufenden Kosten auf nationaler Ebene in die allgemeinen Aufwendungen fiir Monitoring
einbezogen werden.

2 Gemeinsame Ausgaben fiir Anschaffungen, die von allen Laboren genutzt werden, die aber in einem
der Mitgliedslander angesiedelt sein missen. Welches Land die gemeinsame Datenbank bereitstellt,
wird nach weiterer Beratung mit den Mitgliedslaboren entschieden.

Zusammenfassung und Ausblick

Das Problem des geringen Potenzials flir einen Austausch von Wolfsdaten ist im Alpenraum schon
seit (iber einem Jahrzehnt bekannt. Obwohl der Wunsch nach einer starkeren Harmonisierung von
Verfahren schon genauso lange besteht wie das Wolfsmonitoring selbst, konnten die meisten Daten
aufgrund von Unterschieden in der Laborinfrastruktur und Expertise bisher nur innerhalb nationaler
Grenzen genutzt werden. Zwar gab es in der Vergangenheit bereits Versuche, dies zu andern, doch
die begrenzten Ressourcen und fehlender Konsens hinsichtlich des zukunftstrachtigsten Verfahrens
standen einer Umsetzung bisher im Weg. Beim Treffen der Laborleiter*innen am 21.06.2022 bestand
ein starker Konsens hinsichtlich eines gemeinsamen Genotypisierungsansatzes im gesamten
Alpenraum und dariiber hinaus.

Die Workshop-Teilnehmer*innen raumten ein, dass eine solche Harmonisierung Zeit und Ressourcen
erfordern wiirde, aber ein wichtiger Schritt in Richtung eines flachendeckenden Ansatzes im
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Wolfsmonitoring und -management in der Region sei. Daher wird ein HTS-Genotypisierungsansatz
mit einem etablierten Mikrosatelliten-Marker-Panel und der Moglichkeit zur Nutzung von SNP-
Genotypisierung angestrebt. Der Umstieg auf einen gemeinsamen Ansatz wird lange dauern
(mindestens 2 Jahre) und laborspezifische Herausforderungen mit sich bringen, die sorgféltiges
Management durch erfahrene Laborleiter*innen sowie eine intensive Vernetzung der ARGE-ALP-
Labore untereinander und mit den angrenzenden Lindern erfordern. Insbesondere die
Zusammenarbeit mit den Laboren des CEwolf Konsortiums und deren Integration wird flr die
Einbindung der SGN (Deutschland) und des FIWI (Osterreich) in den langfristigen
Harmonisierungsprozess in der gesamten Region wesentlich sein. Die Labore der ARGE ALP sollten
jetzt die Initiative ergreifen und einen gemeinsamen HTS-Ansatz einflihren, sich aber gleichermalien
der kontinuierlichen Weiterentwicklung der Verfahren verpflichten, damit diese reibungslos in die
Arbeitsabldufe anderer Referenzlabore in ganz Europa integriert werden kénnen.

Dieser Vorschlag umreil3t die von der Arbeitsgemeinschaft ARGE ALP geforderte Unterstiitzung im
Sinne einer sofortigen und dauerhaften Finanzierung zur Férderung einer Harmonisierung im
genetischen Wolfsmonitoring. Dabei geht es nicht um eine einmalige Finanzspritze, sondern vielmehr
um ein langfristiges Engagement zur Aufrechterhaltung eines Netzwerks zum Datenaustausch im
gesamten Alpenraum. Auf dem Weg zu einem harmonisierten Genotypisierungsansatz gibt es noch
viele Hirden und auch die damit verbundenen Kosten sowie die benétigte Zeit dirfen nicht
unterschatzt werden. Die Vorteile eines breitangelegten Datenaustauschs flir das Wolfsmanagement
sind hinreichend bekannt und als Mitgliedslabore freuen wir uns auf die nachsten Schritte zur
Verwirklichung dieses Unterfangens.
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