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Arti cle  
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1  D e p a rt m e nt  of  Pl a nt  S ci e n c e s  a n d  Pl a nt  P at h ol o g y,  M o nt a n a  St at e  U ni v e r sit y,  B o z e m a n,  M T  5 9 7 1 7,  U S A  
2  D e p a rt m e nt  of  Mi c r o bi ol o g y  a n d  I m m u n ol o g y, M o nt a n a  St at e  U ni v e r sit y,  B o z e m a n,  M T  5 9 7 1 7,  U S A  
3  P olli n at o r  H e alt h  C e nt e r,  M o nt a n a  St at e  U ni v e r sit y,  B o z e m a n,  M T  5 9 7 1 7,  U S A  
4  D e p a rt m e nt  of  E nt o m ol o g y,  W a s hi n gt o n  St at e  U ni v e r sit y,  P ull m a n,  W A  9 9 1 6 3,  U S A;  
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A b str a ct  

R e c e nt  hi g h  a n n u al  l o s s e s of  h o n e y  b e e  (A pis  mellifer a ) c ol o ni e s,  a v e r a gi n g  4 0 %  i n t h e 

U nit e d  St at e s  f r o m 2 0 0 8  t o 2 0 2 5,  a r e  c o n c e r ni n g  f o r b e e k e e p e r s,  g r o w e r s,  p oli c y  m a k e r s,  

a n d  s ci e nti st s.  Vi r u s e s,  t h e m o st  a b u n d a nt  g r o u p  of  h o n e y  b e e  p at h o g e n s,  i m p a ct h o n e y  

b e e  ft n e s s  a n d  c o nt ri b ut e  t o c ol o n y  l o s s e s. S e v e r al  st u di e s  h a v e  utili z e d  n e xt- g e n e r ati o n  

s e q u e n ci n g  ( N G S) t e c h n ol o gi e s t o di s c o v e r  n e w  h o n e y  b e ei nf e cti n g  vi r u s e s  a n d  e x p a n d  o u r  

u n d e r st a n di n g  of  t h e h o n e y  b e e  vi r o m e.  H e r ei n,  w e  e x a mi n e d  t h e vi r o m e s  of  h o n e y  b e e s  

o bt ai n e d  f r o m l o n git u di n all y m o nit o r e d,  c o m m e r ci all y  m a n a g e d  c ol o ni e s  t h at e x p e ri e n c e d  

p o p ul ati o n  d e cli n e  ( a v e r a g e ~ 4 4 %)  d u ri n g  t h e 2 0 2 2 – 2 0 2 3  b e e k e e pi n g  s e a s o n.  We  h y p ot h e -

si z e d  n e w  vi r u s e s  o r  vi r u s  g e n o m e  v a ri a nt s  m a y  b e  a s s o ci at e d  wit h  t h e s e d e cli n e s.  T o  t e st 

t hi s h y p ot h e si s,  w e  s e q u e n c e d  R N A  o bt ai n e d  f r o m vi r u s- a u g m e nt e d  h o n e y  b e e  s a m pl e s  

f r o m r e p r e s e nt ati v e  c ol o ni e s  m a n a g e d  b y  f o u r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  i n C alif o r ni a.  We  

di s c o v e r e d  t h r e e u n d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  t h at w e r e  p r e v al e nt  a n d  a b u n d a nt  

i n all  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s,  a  n e w  L a k e  Si n ai  vi r u s,  a n d  a  s e q u e n c e  v a ri a nt  of  a c ut e  b e e  

p a r al y si s  vi r u s.  I n a d diti o n,  w e  r e- s e q u e n c e d  t h e g e n o m e s  of  1 6  p r e vi o u sl y  c h a r a ct e ri z e d  

b e e  a n d / o r  Varr o a  destr u ct or  mit e  i nf e cti n g vi r u s e s  a n d  t w o p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d,  b ut  n ot  

w ell- c h a r a ct e ri z e d,  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  (i. e., A pi s  m ellif e r a  a s s o ci at e d  p a rtiti-li k e  

vi r u s  1  a n d  H u b ei p a rtiti-li k e  vi r u s  3 4).  Vi r u s  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nt -

i n g c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d.  

K e y w or d s:  h o n e y  b e e;  A pis  mellifer a ; h o n e y  b e e  c ol o n y  l o s s e s; c ol o n y  d e at h;  h o n e y  b e e  

vi r o m e;  h o n e y  b e e  vi r u s;  p a rtiti vi r u s;  H u b ei  p a rtiti vi r u s;  a c ut e  b e e  p a r al y si s  vi r u s  ( A B P V); 

L a k e  Si n ai  vi r u s  ( L S V) 

A c a d e mi c  E dit o r:  B r a dl e y  Blit vi c h  

R e c ei v e d:  2 8  J a n u a r y 2 0 2 6  

R e vi s e d:  2 4  F e b r u a r y  2 0 2 6  

A c c e pt e d:  2 7  F e b r u a r y  2 0 2 6  

P u bli s h e d:  9  M a r c h  2 0 2 6  

C o p yri g ht:  ©  2 0 2 6  b y  t h e a ut h o r s.  

Li c e n s e e  M D PI,  B a s el,  S wit z e rl a n d.  

T hi s  a rti cl e  i s a n  o p e n  a c c e s s  a rti cl e  

di st ri b ut e d  u n d e r  t h e t e r m s a n d  

c o n diti o n s  of  t h e C r e ati v e  C o m m o n s  

Att ri b uti o n  ( C C B Y)  li c e n s e. 

1.  I ntr o d u cti o n  

M et a g e n o mi c  s e q u e n ci n g  p r oj e ct s  h a v e  e x p a n d e d  o u r  u n d e r st a n di n g  of  t h e vi r al  l a n d-

s c a p e s  of  m a n y  s p e ci e s  a n d  f a cilit at e d vi r u s  di s c o v e r y.  L o w e r  s e q u e n ci n g  c o st s  a n d  t h e u s e  

of  s a m pl e  p r e p a r ati o n  p r ot o c ol s  t h at e n ri c h  f o r vi r al  n u cl ei c  a ci d s  h a v e  al s o  p r o m ot e d  t h e 

di s c o v e r y  of  n e w  vi r u s e s  [1 – 5 ]. R e f e cti n g  t h e s e a d v a n c e s  i n n e xt- g e n e r ati o n  s e q u e n ci n g  

( N G S) t e c h n ol o gi e s a n d  d e c r e a s e d  c o st s,  t h e n u m b e r  of  vi r al  g e n o m e s  o n  N C BI  G e n B a n k  

e x p a n d e d  f r o m 2 7, 0 9 1  i n 2 0 1 0  t o ~ 6. 8  milli o n  i n 2 0 2 1  [6 – 8 ]. T h e s e  vi r u s- s e q u e n ci n g  ef -

f o rt s h a v e  e x p a n d e d  o u r  u n d e r st a n di n g  of  t h e vi r u s e s  a s s o ci at e d  wit h  m a n y  o r g a ni s m s,  

i n cl u di n g di v e r s e  i n s e ct s p e ci e s  [9 – 1 2 ]. I n s e ct s a r e  t h e m o st  a b u n d a nt  a ni m al s  o n  E a rt h,  
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a c c o u nti n g  f o r o v e r  o n e  milli o n  s p e ci e s,  w hil e  e sti m at e s  s u g g e st  milli o n s  m o r e  a r e  u n d e -

s c ri b e d  [1 3 – 1 5 ]. I n s e ct s p r o vi d e  i m p o rt a nt e c o s y st e m  s e r vi c e s,  i n cl u di n g d e c o m p o siti o n,  

n ut ri e nt  c y cli n g,  p e st  c o nt r ol,  a n d  pl a nt  p olli n ati o n  [1 6 ]. I n g e n e r al,  i n s e ct a b u n d a n c e  a n d  

bi o di v e r sit y  h a v e  d e cli n e d  i n m a n y  a r e a s,  t h o u g h t h e r at e  a n d  u bi q uit y  of  t h e s e d e cli n e s  

a r e  d e b at e d  [1 7 – 2 0 ]. 

M o st  m et a g e n o mi c  st u di e s  h a v e  f o c u s e d o n  h u m a n s  a n d  e c o n o mi c all y  i m p o rt a nt 

pl a nt s  a n d  a ni m al s,  l e a vi n g t h e i n s e ct vi r o s p h e r e  r el ati v el y  u n d e r- d e s c ri b e d  [2 1 ]. I n 2 0 1 6,  

S hi  et  al.  s e q u e n c e d  s a m pl e s  f r o m o v e r  2 2 0  i n v e rt e b r at e s p e ci e s  ( r e p r e s e nti n g m o r e  t h a n 

6 0  diff e r e nt  g e n e r a  of  i n s e ct s) a n d  i d e nti f e d 1 4 4 5  n o v el  R N A  vi r u s  s e q u e n c e s  [2 2 ]. I n 

2 0 2 0,  W u  et  al.  bi oi nf o r m ati c all y  e x a mi n e d  p u bli cl y  a v ail a bl e  R N A s e q  d at a  f r o m 6 4 4  i n s e ct 

s p e ci e s  a n d  i d e nti f e d 1 2 1 3  u n d e s c ri b e d  R N A  vi r u s  s e q u e n c e s  [1 1 ]. T h e s e  s e q u e n ci n g  a n d  

bi oi nf o r m ati c  st u di e s  hi g hli g ht  t h e u n d e r e x pl o r e d  di v e r sit y  of  i n s e ct vi r o m e s.  

H o n e y  b e e s  (A pis  mellifer a ) a r e  e u s o ci al  i n s e ct s t h at li v e i n c ol o ni e s  c o m p ri s e d  of  

~ 3 0, 0 0 0  i n di vi d u al s [2 3 ]. H o n e y  b e e s  p olli n at e  o v e r  1 0 0  diff e r e nt  c r o p  pl a nt s  i n N o rt h  

A m e ri c a  a n d  a r e  i m p o rt a nt b ot h  e c o n o mi c all y  a n d  e c ol o gi c all y  [2 4 – 2 6 ]. T h e r e  h a v e  b e e n  

hi g h  l e v el s of  m a n a g e d  h o n e y  b e e  c ol o n y  l o s s e s i n t h e U. S.  a n d  ot h e r  p a rt s  of  t h e w o rl d.  I n 

t h e U. S.,  a n n u al  h o n e y  b e e  c ol o n y  l o s s e s a v e r a g e d  4 0 %  f r o m 2 0 0 8  t o 2 0 2 5  [2 7 – 3 8 ]. M a n y  

f a ct o r s c o nt ri b ut e  t o c ol o n y  d e at h s,  i n cl u di n g c h e mi c al  e x p o s u r e,  i n a d e q u at e n ut riti o n al  

r e s o u r c e s,  a n d  p at h o g e n s  [3 9 – 4 3 ]. Vi r u s e s  a r e  t h e m o st  a b u n d a nt  g r o u p  of  h o n e y  b e e  

p at h o g e n s  a n d  a r e  a s s o ci at e d  wit h  c ol o n y  l o s s e s [4 4 – 4 6 ]. Vi r u s e s  a r e  r e a dil y  h o ri z o nt all y  

t r a n s mitt e d b et w e e n  h o n e y  b e e s  wit hi n  d e n s el y  p o p ul at e d  c ol o ni e s  vi a  c o nt a ct,  i n cl u di n g 

t r o p h all a xi s a n d  b r o o d  r e a ri n g  [4 5 ]. T h e y  m a y  al s o  b e  v e rti c all y  t r a n s mitt e d f r o m a  q u e e n  

b e e  (t h e s ol e  r e p r o d u cti v e  u nit  of  t h e c ol o n y)  t o h e r  off s p ri n g  [4 7 – 5 2 ]. I n a d diti o n,  vi r u s e s  

m a y  b e  t r a n s mitt e d b y  t h e Varr o a  destr u ct or  mit e  w hi c h  f e e d s o n  d e v el o pi n g  a n d  a d ult  

h o n e y  b e e s  [5 3 ,5 4 ]. Vi r u s- c o nt a mi n at e d  f o r al  r e s o u r c e s  t h at a r e  s h a r e d  b y  p r o xi m at e  h o n e y  

b e e  c ol o ni e s  a n d  s y m p at ri c  b e e  s p e ci e s  wit hi n  a  g e o g r a p hi c  r e gi o n  al s o  s e r v e  a s  a  h u b  f o r 

t r a n s mi s si o n [5 5 – 6 0 ]. 

S e v e r al  s e q u e n ci n g  eff o rt s  h a v e  b e e n  u n d e rt a k e n  t o c h a r a ct e ri z e  t h e h o n e y  b e e  vi r o m e  

a n d  i d e ntif y vi r u s e s  ( o r vi r u s  st r ai n s)  a s s o ci at e d  wit h  c ol o n y  d e at h s  [5 ,6 1 – 6 6 ]. T h e s e  st u di e s  

r e s ult e d  i n t h e di s c o v e r y  of  n u m e r o u s  p r e vi o u sl y  u n c h a r a ct e ri z e d  vi r u s e s,  i n cl u di n g t h e 

L a k e  Si n ai  vi r u s e s  ( L S V s), A pi s  r h a b d o vi r u s  1  a n d  2  ( A R V- 1, A R V- 2),  A n d r e n a- a s s o ci at e d  

b e e  vi r u s  1  ( A n B V 1), a n d  A pi s  m ellif e r a  s oli n vi vi r u s  1  ( A m S V 1) [5 ,6 1 – 6 3 ]. S o m e  of  t h e s e 

n e w  vi r u s e s  w e r e  d et e ct e d  i n ot h e r  b e e  s p e ci e s  ( e. g., A n B V 1  i n A n dre n a  s p p.),  s u g g e sti n g  t h e 

p ot e nti al  f o r i nt e r s p e ci e s vi r u s  t r a n s mi s si o n, a s  d e m o n st r at e d  f o r s o m e  w ell- c h a r a ct e ri z e d  

b e e  vi r u s e s  ( e. g., d ef o r m e d  wi n g  vi r u s,  D W V,  a n d  s a c b r o o d  vi r u s,  S B V)  [5 7 ,6 7 ,6 8 ]. F u rt h e r  

a n al y si s  r e v e al e d  t h at c e rt ai n  vi r u s e s  o c c u pi e d  b r o a d  g e o g r a p hi c  r a n g e s,  wit h  L S V s  d et e ct e d  

i n e v e r y  c o nti n e nt  c o nt ai ni n g  h o n e y  b e e s,  a n d  A R V- 1  d et e ct e d  i n Af ri c a,  N o rt h  A m e ri c a,  

a n d  O c e a ni a  [5 ,6 3 ]. R e c e nt  di s c o v e ri e s  of  u n c h a r a ct e ri z e d  vi r u s  s e q u e n c e s  b y  N G S  s u g g e st  

t h e h o n e y  b e e  vi r o m e  m a y  b e  u n d e r e x pl o r e d,  o p e ni n g  n e w  a v e n u e s  f o r r e s e a r c h  e x a mi ni n g  

p at h o g e ni cit y,  g e o g r a p h y,  a n d  h o st  r a n g e s  of  p ut ati v e  n e w  vi r u s e s  [6 4 ,6 9 ,7 0 ]. 

I n 2 0 2 2 – 2 0 2 3,  U. S.  h o n e y  b e e  c ol o n y  l o s s e s a v e r a g e d  ~ 4 8 %,  w hi c h  w a s  g r e at e r  t h a n 

i n p r e vi o u s  y e a r s  [7 1 ]. T o  i n v e sti g at e t h e p ot e nti al  a s s o ci ati o n  b et w e e n  vi r u s e s  a n d  p o o r  

h o n e y  b e e  c ol o n y  h e alt h,  w e  s e q u e n c e d  r e p r e s e nt ati v e  s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m a  2 0 2 2 – 2 0 2 3  

c ol o n y-l e v el  m o nit o ri n g  p r oj e ct  t h at i n cl u d e d f o u r C alif o r ni a  b a s e d  mi g r at o r y  c o m m e r ci al  

b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  i n v ol v e d i n al m o n d  p olli n ati o n  [7 2 ]. A c c o r di n g  t o al m o n d  c r o p  

a c r e a g e  a n d  h o n e y  b e e  c ol o n y  r e p o rt s  [7 3 ,7 4 ], a p p r o xi m at el y  8 9 %  of  all  h o n e y  b e e  c ol o ni e s  

i n t h e U S  w e r e  n e e d e d  f o r C alif o r ni a  al m o n d  p olli n ati o n  i n 2 0 2 2  [7 5 ]. We  h y p ot h e si z e d  

t h at t h e r e m a y  b e  p r e vi o u sl y  u n c h a r a ct e ri z e d  vi r u s e s  a n d / o r  vi r u s  st r ai n s  ( s e q u e n c e 

v a ri a nt s)  a s s o ci at e d  wit h  c ol o ni e s  e x p e ri e n ci n g  p o p ul ati o n  d e cli n e s.  T h e r ef o r e,  vi r u s  

htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 3 3 9 0 / v 1 8 0 3 0 3 3 4  
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a u g m e nt e d  R N A  w a s  i s ol at e d f r o m s el e ct  s a m pl e s  a n d  s e q u e n c e d  u si n g  t h e Ill u mi n a 

s h o rt- r e a d  s e q u e n ci n g  pl atf o r m  [4 ,5 ,7 6 ]. 

Bi oi nf o r m ati c  a n al y s e s  r e s ult e d  i n t h e di s c o v e r y  of  t h r e e u n d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s-li k e  

s e q u e n c e s,  a  n e w  L a k e  Si n ai  vi r u s  ( L S V- 9), a n d  a  s e q u e n c e  v a ri a nt  of  a c ut e  b e e  p a r al y si s  

vi r u s  ( A B P V- C A- 2 2). I n a d diti o n,  1 6  w ell- c h a r a ct e ri z e d  b e e  a n d / o r  V.  destr u ct or  mit e  

vi r u s e s  w e r e  s e q u e n c e d.  We  d et e r mi n e d  t h at t h e r e w a s  a  g r e at e r  a b u n d a n c e  of  vi r u s  

s e q u e n c e s  i n s e q u e n ci n g  li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at eit h e r  e x p e ri e n c e d  p o p ul ati o n  

d e cli n e s  o r  di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d,  r el ati v e  t o li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  

t h at di d  n ot  e x p e ri e n c e  p o p ul ati o n  d e cli n e s.  

2.  M at eri al s  a n d  M et h o d s  

2. 1.  H o ne y  Bee  S a m ples  

H o n e y  b e e  s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m f o u r diff e r e nt  c o m m e r ci al  b e e k e e pi n g  o p e r a -

ti o n s i n C alif o r ni a  ( A – D, S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4).  I n di vi d u al c ol o ni e s  w e r e  

r e p e at e dl y  a s s e s s e d  a n d  s a m pl e d  f r o m all  o p e r ati o n s  i n eit h e r  A u g u st  o r  S e pt e m b e r  2 0 2 2,  

N o v e m b e r  2 0 2 2,  a n d  J a n u a r y 2 0 2 3  [7 2 ]. A d diti o n all y,  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  A  a n d  B  w e r e  

s a m pl e d  i n M a r c h  a n d  A p ril  2 0 2 3,  r e s p e cti v el y  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4 ). 

C ol o ni e s  f r o m o n e  W a s hi n gt o n  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  a n d  o n e  M o nt a n a  b e e k e e pi n g  o p -

e r ati o n  w e r e  al s o  s a m pl e d  f o r vi r u s  d et e cti o n.  H o n e y  b e e  s a m pl e s  w e r e  st o r e d  at  – 8 0  ◦ C  

u ntil  a n al y s e s.  

At  e a c h  s a m pli n g  e v e nt,  Varr o a  destr u ct or  mit e  i nf e st ati o n l e v el s w e r e  a s s e s s e d  a n d  

c ol o n y  p o p ul ati o n  si z e,  w hi c h  i s a  p r o x y  f o r c ol o n y  h e alt h,  w a s  e sti m at e d  b y  c o u nt  of  

h o n e y  b e e  c o v e r e d  f r a m e s [7 7 – 7 9 ]. F o u r  c at e g o ri e s  w e r e  utili z e d  t o d e s c ri b e  h o n e y  b e e  

c ol o n y  p o p ul ati o n  d y n a mi c s.  S p e ci f c all y,  c ol o ni e s  wit h  p o p ul ati o n s  t h at d e c r e a s e d  b y  

m o r e  t h a n 4 0 %  o v e r  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  w e r e  c o n si d e r e d  “ hi g h  l o s s ” c ol o ni e s.  C ol o ni e s  

t h at eit h e r  m ai nt ai n e d  t h ei r i niti al p o p ul ati o n  o r  i n c r e a s e d i n p o p ul ati o n  o v e r  t h e c o u r s e  of  

t h e st u d y  w e r e  c o n si d e r e d  “ h e alt h y ”  c ol o ni e s.  C ol o ni e s  wit h  p o p ul ati o n s  t h at d e c r e a s e d  b y  

4 0 %  o r  m o r e  f r o m A u g u st / S e pt e m b e r  t o N o v e m b e r  b ut  h a d  a n  i n c r e a s e f r o m N o v e m b e r  

t o J a n u a r y w e r e  c at e g o ri z e d  a s  “ d e cli n e d / r e c o v e r e d ”.  C ol o ni e s  t h at h a d  n o  h o n e y  b e e  

c o v e r e d  f r a m e s r e m ai ni n g  p ri o r  t o t h e f n al  s a m pli n g  d at e  w e r e  cl a s si f e d  a s  “ di e d  d u ri n g  

t h e m o nit o ri n g  p e ri o d ”.  C ol o ni e s  w e r e  cl a s si f e d  a s  “ hi g h  V.  destr u ct or ”  if t h e y h a d  t h r e e o r  

m o r e  mit e s  p e r  1 0 0  b e e s,  w hil e  “l o w  V.  destr u ct or ”  c ol o ni e s  h a d  f e w e r t h a n t h r e e mit e s  p e r  

1 0 0  b e e s.  " P o st hi g h  V.  destr u ct or "  c ol o ni e s  w e r e  d e f n e d  a s  t h o s e t h at h a d  p r e vi o u sl y  hi g h  

V.  destr u ct or  p r e s s u r e  b ut  s u b s e q u e ntl y  h a d  l o w V.  destr u ct or  p r e s s u r e.  

2. 2.  H o ne y  Bee  S a m ple  Pre p ar ati o n  f or Vir us  A n al ysis  

S a m pl e s  wit h  t h e s a m e  c at e g o ri c al  d e s c ri pti o n s  w e r e  p o ol e d  ( e. g., b e e k e e pi n g  o p e r a -

ti o n A,  a s s e s s m e nt / s a m pli n g  i n S e pt e m b e r,  hi g h  l o s s, a n d  hi g h  V.  destr u ct or  p r e s s u r e)  f o r 

s a m pl e  p r e p a r ati o n  a n d  s e q u e n ci n g.  I n t ot al, 3 8  li b r a ri e s w e r e  s e q u e n c e d.  

F o r  e a c h  c ol o n y-l e v el  s a m pl e,  t e n i n di vi d u al a d ult  h o n e y  b e e s  w e r e  r a n d o ml y  s el e ct e d  

f o r a n al y si s.  B a s e d  o n  e sti m at e d  a n d  e m pi ri c al  d at a,  a n al y si s  of  t e n b e e s  p e r  c ol o n y  s h o ul d  

r e s ult  i n d et e cti o n  of  t h e m o st  p r e v al e nt  p at h o g e n s  (i. e., t h o s e i nf e cti n g ~ 4 5 %  of  i n di vi d u al s 

wit hi n  t h e c ol o n y)  [7 7 ,8 0 ,8 1 ]. H o n e y  b e e s  ( f v e p e r  2  m L  mi c r o c e nt rif u g e  t u b e) w e r e  

h o m o g e ni z e d  i n 5 0 0  µ L  of  st e ril e  H 2 O  u si n g  t w o st e ril e  st e el  b e a d s  ( 4. 5 m m)  a n d  a  Qi a g e n  

Ti s s u e L y s e r  ( G e r m a nt o w n, M D,  U S A)  f o r 4  mi n  at  3 0  H z.  B e e  l y s at e s w e r e  c e nt rif u g e d  

f o r t w o mi n ut e s  at  1 3, 5 0 0  r p m  t o r e m o v e  d e b ri s,  a n d  s u p e r n at a nt s  w e r e  c o m bi n e d  t o 

yi el d  a  c ol o n y-l e v el  l y s at e. A  v ol u m e  of  6 0  µ L  of  s u p e r n at a nt  f r o m e a c h  c ol o n y-l e v el  

l y s at e w a s  p o ol e d  wit h  l y s at e s f r o m c ol o ni e s  m at c hi n g  t h e s a m e  c rit e ri a  t o g e n e r at e  a  

“ p o ol e d  l y s at e ”. T h e  t ot al v ol u m e  of  c ol o n y-l e v el  l y s at e s p o ol e d  v a ri e d  wit h  t h e n u m b e r  of  
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s a m pl e s  p e r  g r o u pi n g,  wit h  a  r a n g e  f r o m 6 0  t o 4 2 0  µ L  ( r e p r e s e nti n g o n e  t o s e v e n  c ol o ni e s)  

( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 5).  

2. 2. 1.  N u cl e a s e  Tr e at m e nt  

T o  e n ri c h  f o r vi r al  n u cl ei c  a ci d s,  b e e  l y s at e s w e r e  t r e at e d wit h  n u cl e a s e s  t o d e g r a d e  

u n e n c a p s ul at e d  ( n o n- c a p si d p r ot e ct e d)  D N A  a n d  R N A  u si n g  1  µ L  B e n z o n a s e  ( ~ 2 5 0 U)  

a n d  8  µ L  R N A s e  1  ( 8 0 U)  ( T h e r m o Fi s h e r  S ci e nti f c,  W alt h a m,  M A,  U S A)  i n a  f n al  v ol u m e  

of  5 0 0  µ L  b uff e r  ( 2 0 m M  Tri s,  1  m M  M g Cl 2 , 1 0 0  m M  N a Cl,  p H  =  7. 6)  f o r 1. 5  h  at  3 7  ◦ C.  

N u cl e a s e s  w e r e  n ot  s u bj e ct e d  t o a  h e at  d e a cti v ati o n  st e p  t o p r e v e nt  d e n at u r ati o n  of  vi ri o n s.  

2. 2. 2.  R N A  E xt r a cti o n  

R N A  w a s  e xt r a ct e d  f r o m n u cl e a s e  t r e at e d h o n e y  b e e  l y s at e s a m pl e s  u si n g  T RI z ol  

r e a g e nt  ( T h e r m o Fi s c h e r  S ci e nti f c)  a c c o r di n g  t o t h e m a n uf a ct u r e r’ s  i n st r u cti o n s. I n b ri ef,  

5 0 0  µ L  of  T RI z ol  w a s  a d d e d  t o e a c h  s a m pl e.  S a m pl e s  w e r e  v o rt e x e d  a n d  i n c u b at e d at  r o o m  

t e m p e r at u r e f o r 5  mi n.  N e xt,  1 5 0  µ L  of  c hl o r of o r m  w a s  a d d e d  a n d  e a c h  s a m pl e  w a s  mi x e d  

b y  i n v e rti n g f o r 1 5  s,  f oll o w e d b y  i n c u b ati o n at  r o o m  t e m p e r at u r e f o r 2  mi n.  S a m pl e s  w e r e  

c e nt rif u g e d  f o r 1 5  mi n  at  1 2, 0 0 0 ×  g . T h e  u p p e r  a q u e o u s  l a y e r ( 5 0 0 µ L)  w a s  t r a n sf e r r e d 

t o a  1. 7  m L  mi c r o c e nt rif u g e  t u b e; 2 0  µ g  of  gl y c o g e n  a n d  a n  e q u al  v ol u m e  (5 0 0  µ L ) of  

i s o p r o p a n ol w a s  t h e n a d d e d  t o e a c h  s a m pl e.  S a m pl e s  w e r e  p r e ci pit at e d  at  − 2 0  ◦ C  f o r 2 4  h,  

t h e n c e nt rif u g e d  f o r 1 0  mi n  at  1 2, 0 0 0 ×  g  at  4  ◦ C.  S u p e r n at a nt s  w e r e  c a r ef ull y  r e m o v e d  b y  

pi p etti n g,  a n d  e a c h  p ell et  w a s  w a s h e d  t h r e e ti m e s wit h  7 5 %  et h a n ol  a n d  o n c e  wit h  1 0 0 %  

et h a n ol.  Et h a n ol  w a s  r e m o v e d  b y  d e c a nti n g,  a n d  R N A  p ell et s  w e r e  ai r  d ri e d  b ef o r e  1 5  µ L  

of  st e ril e  H 2 O  w a s  a d d e d  t o e a c h  s a m pl e.  R N A  q u alit y  a n d  q u a ntit y  w e r e  a s s e s s e d  o n  a  

N a n o d r o p  3 0 0 0  ( Wil mi n gt o n, D E,  U S A).  A d diti o n al  d et ail e d  m et h o d s  a r e  i n cl u d e d i n t h e 

S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Te xt  S 1.  

2. 2. 3.  R N A  S e q u e n ci n g  

R N A  ( 1 µ g)  f o r e a c h  s a m pl e  w a s  s e nt  t o t h e R o y  J. C a r v e r  C e nt e r  f o r Bi ot e c h n ol o g y  

at  t h e U ni v e r sit y  of  Illi n oi s. Si n c e  s a m pl e s  w e r e  n u cl e a s e  t r e at e d p ri o r  t o R N A  e xt r a cti o n  

t o e n ri c h  f o r vi r al  R N A,  li b r a ri e s w e r e  p r e p a r e d  wit h o ut  p ol y- A  s el e cti o n  o r  ri b o s o m al  

R N A  d e pl eti o n  u si n g  a  W at c h m a k e r  R N A  p r e p  kit  ( B o ul d e r, C O,  U S A).  R N A  q u alit y  a n d  

q u a ntit y  w e r e  a s s e s s e d  u si n g  a n  A gil e nt  3 5 0 0  F r a g m e nt  A n al y z e r  ( S a nt a Cl a r a,  C A,  U S A).  

S a m pl e s  w e r e  s e q u e n c e d  o n  a n  Ill u mi n a N o v a s e q  X  Pl u s  2 5 B  Fl o w c ell  ( S a n Di e g o,  C A,  

U S A)  ( 2 ×  1 5 0- c y cl e,  p e r  l a n e) g e n e r ati n g  ~ 3. 2  billi o n  t ot al r e a d s.  A  r a n g e  of  6, 5 6 0, 0 9 0  t o 

1 0, 6 9 4, 4 6 0  p ai r e d- e n d  r e a d s  ( 1 5 0 b p)  w e r e  g e n e r at e d  f o r e a c h  li b r a r y, wit h  a n  a v e r a g e  r e a d  

c o u nt  of  8, 0 5 1, 7 3 0.  

2. 2. 4.  c D N A  S y nt h e si s  

c D N A  w a s  s y nt h e si z e d  b y  i n c u b ati n g 2  µ g  of  t ot al R N A,  2 0 0  U  of  M ol o n e y  m u ri n e  

l e u k e mi a vi r u s  r e v e r s e  t r a n s c ri pt a s e ( M M L V- R T), a n d  5 0 0  n g  of  r a n d o m  h e x a m e r  p ri m e r s  i n 

a  2 5  µ L  r e a cti o n  at  3 7  ◦ C  f o r 1  h.  c D N A  w a s  g e n e r at e d  f r o m a  r e p r e s e nt ati v e  s u b s et  of  R N A  

s a m pl e s  r e p r e s e nti n g  c ol o n y-l e v el  l y s at e s ( n =  1 0)  t o a s s e s s  vi r u s  p r e s e n c e  a n d  a b u n d a n c e.  

2. 2. 5.  P ol y m e r a s e  C h ai n  R e a cti o n  ( P C R) 

P C R  w a s  p e rf o r m e d  u si n g  st a n d a r d  m et h o d s  t o s c r e e n  i n di vi d u al c ol o n y-l e v el  l y s at e s 

f o r p a rtiti vi r u s  s e q u e n c e  p r e s e n c e.  B ri e f y,  2  µ L  of  c D N A  w a s  c o m bi n e d  wit h  1 0  p m ol  

of  e a c h  f o r w a r d a n d  r e v e r s e  p ri m e r  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 6).  A m pli f c ati o n  

w a s  p e rf o r m e d  u si n g  C h oi c e T a q  p ol y m e r a s e  a c c o r di n g  t o t h e m a n uf a ct u r e r’ s  i n st r u cti o n s 

wit h  t h e f oll o wi n g c o n diti o n s:  9 5  ◦ C  f o r 5  mi n,  9 5  ◦ C  f o r 3 0  s,  6 0  ◦ C  f o r 3 0  s,  7 2  ◦ C  f o r 3 0  s  

(f o r a  t ot al of  3 5  c y cl e s),  f oll o w e d b y  a  f n al  el o n g ati o n  st e p  f o r 5  mi n  at  7 2  ◦ C.  G e n e r at e d  

P C R  p r o d u ct s  w e r e  a n al y z e d  b y  g el  el e ct r o p h o r e si s  ( 2 % a g a r o s e  wit h  S Y B R  s af e  d y e)  a n d  
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vi s u ali z e d  u si n g  a  S y n g e n e  U: G e ni u s  3  i m a gi n g s y st e m.  T h e  p ri m e r s  u s e d  f o r p a rtiti vi r u s  

P C R  a n d  q u a ntit ati v e  P C R s  a r e  li st e d i n t h e S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e s  S 6  a n d  S 7.  

T o  f u rt h e r s u p p o rt  t h e d e  n o v o- a s s e m bl e d  u n d e s c ri b e d  vi r u s  s e q u e n c e s  g e n e r at e d  d u ri n g  

t hi s st u d y,  S a n g e r  s e q u e n ci n g  of  a n  a p p r o xi m at el y  5 0 0  nt  r e gi o n  of  A m P V L C 1,  A m P V L C 2,  

A m P V L R 1,  L S V- 9,  A B P V- C A- 2 2,  a n d  S o ut h e r n  C alif o r ni a  di ci st r o vi r u s  1  w a s  p e rf o r m e d.  

P C R  p r o d u ct s  w e r e  p u ri f e d  u si n g  a  QI A q ui c k  P C R  p u ri f c ati o n  kit  ( Qi a g e n) a c c o r di n g  

t o t h e m a n uf a ct u r e r’ s  i n st r u cti o n s. D N A  q u a ntit y  a n d  q u alit y  w e r e  a s s e s s e d  u si n g  a  

N a n o d r o p  3 0 0 0  p ri o r  t o S a n g e r  s e q u e n ci n g.  I n all  c a s e s,  S a n g e r  s e q u e n c e d  r e gi o n s  s h a r e d  

> 9 9 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y t o t h e a s s e m bl e d  g e n o m e.  

2. 2. 6.  Q u a ntit ati v e  P ol y m e r a s e  C h ai n  R e a cti o n  

Q u a ntit ati v e  P C R  ( q P C R) w a s  u s e d  t o a n al y z e  t h e a b u n d a n c e  of  A m P V L C- 1,  A m P V L C -

2,  a n d  H P L V- 3 4  at  t h e c ol o n y  l e v el. q P C R  r e a cti o n s  w e r e  p e rf o r m e d  u si n g  2  µ L  of  c D N A  

a s  t e m pl at e i n t ri pli c at e. R e a cti o n s  c o nt ai n e d  1  ×  C h oi c e T a q  M a st e r mi x,  0. 2  u M  of  e a c h  

f o r w a r d a n d  r e v e r s e  p ri m e r,  1  ×  S Y B R  g r e e n,  a n d  3  m M  M g Cl 2.  R e a cti o n s  w e r e  c a r ri e d  o ut  

i n 9 6- w ell  pl at e s  u si n g  a  C F X  C o n n e ct  R e al- Ti m e  i n st r u m e nt u si n g  M a e st r o  s oft w a r e  ( v 2. 3)  

( Bi o- R a d, H e r c ul e s,  C A,  U S A)  wit h  t h e f oll o wi n g t h e r m o- p r o fl e: p r ei n c u b ati o n  at  9 5  ◦ C  

f o r 1  mi n,  f oll o w e d b y  4 0  c y cl e s  of  9 5  ◦ C  f o r 1 0  s,  6 0  ◦ C  f o r 1 5  s,  a n d  7 2  ◦ C  f o r 1 5  s.  A  f n al  

m elt  c u r v e  w a s  g e n e r at e d  ( wit h m e a s u r e m e nt s  at  e v e r y  h alf  d e g r e e)  f r o m 6 5  ◦ C  t o 9 5  ◦ C  f o r 

5  s.  T o  q u a ntif y  t h e a b u n d a n c e  of  t h e s e s e q u e n c e s,  pl a s mi d  st a n d a r d s  ( vi r u s- s p e ci f c q P C R  

a m pli c o n s  cl o n e d  i nt o T O P O  v e ct o r s  ( T h e r m o Fi s h e r  S ci e nti f c)  w e r e  u s e d  a s  t e m pl at e s, 

wit h  a  r a n g e  of  1 0 2  t o 1 0 9  c o pi e s  p e r  r e a cti o n  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 7).  R e a cti o n s  

wit h o ut  a  c D N A  t e m pl at e w e r e  u s e d  a s  n o n-t e m pl at e  c o nt r ol s  ( N T C). T h e  s p e ci f cit y  of  

q P C R  r e a cti o n s  w a s  v e ri f e d  b y  m elt  c u r v e  a n al y si s  a n d  g el  el e ct r o p h o r e si s.  F o r  e a c h  of  

t h e c ol o n y-l e v el  s a m pl e s,  t h e st a rti n g  q u a ntit y  ( S Q) f o r e a c h  w ell  wit h  a  c D N A  t e m pl at e 

r e p r e s e nti n g  8 0  n g  of  t ot al R N A  w a s  c al c ul at e d  u si n g  t h e p r e vi o u sl y  g e n e r at e d  vi r u s -

s p e ci f c  st a n d a r d  c u r v e,  a n d  t h e a v e r a g e  S Q  of  t h e N T C  r e a cti o n  w a s  s u bt r a ct e d.  S e q u e n c e  

a b u n d a n c e  w a s  r e p o rt e d  a s  R N A  c o pi e s  (i n cl u di n g p ot e nti al  g e n o m e s  a n d  t r a n s c ri pt s) p e r  

2  µ g  of  t ot al R N A.  A b u n d a n c e  r a n g e d  f r o m ~ 0  c o pi e s  t o ~ 3. 8  ×  1 0 1 0  R N A  c o pi e s / 2  µ g  

of  R N A.  

2. 3.  Bi oi nf or m ati c  A n al ysis  

2. 3. 1.  R e a d  Fil e  P r o c e s si n g  

A d diti o n al  bi oi nf o r m ati c  m et h o d s  a n d  e x a m pl e  c o m m a n d s  c a n  b e  f o u n d i n t h e S u p -

pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Te xt  S 1.  R e a d  fl e s  w e r e  d o w nl o a d e d  a n d  q u alit y  w a s  a s s e s s e d  u si n g  

F a st Q C  ( v. 0. 1 2. 1) [8 2 ]. T o  r e m o v e  l o w q u alit y  r e a d s  o r  p o s si bl e  s e q u e n ci n g  a d a pt o r s,  t h e 

t ri m mi n g t o ol B B D u k  ( p a rt of  t h e B Bt o ol s  s uit e)  w a s  u s e d  t o t ri m r e a d s  ( v 3 9. 2 6) [8 3 ]. Aft e r  

t ri m mi n g, r e a d s  w e r e  ali g n e d  t o t h e r ef e r e n c e  h o n e y  b e e  g e n o m e  ( N C BI A m el _ H A v 3. 1)  

a n d  t h e H ol o B e e  n o n vi r al  i n d e x ( a n i n d e x of  h o n e y- b e e- a s s o ci at e d  mi c r o o r g a ni s m s)  u si n g  

HI S A T 2  [8 4 – 8 8 ]. O nl y  u n m a p p e d  r e a d s  w e r e  r et ai n e d  u si n g  s a mt o ol s  ( v 1. 2 1)  [8 9 ]. T h e  

r e s ulti n g  u n m a p p e d  r e a d s  b a m  fl e  w a s  n a m e- s o rt e d  u si n g  s a mt o ol s.  T hi s  s o rt e d  b a m  fl e  

w a s  c o n v e rt e d  t o p ai r e d- e n d  F a st Q  fl e s  u si n g  s a mt o ol s  p ri o r  t o a s s e m bl y.  

2. 3. 2.  D e  N o v o  A s s e m bl y  a n d  Cl u st e ri n g  

P ai r e d- e n d  F a st Q  fl e s  c o nt ai ni n g  u n m a p p e d  r e a d s  w e r e  u s e d  t o d e  n o v o  a s s e m bl e  

vi r u s  c o nti g s  u si n g  S P A d e s  ( v- 4. 2. 0), wit h  t h e o pti o n  - r n a vi r al t o s p e ci f c all y  a s s e m bl e  

R N A  vi r u s e s  f r o m r e a d  fl e s  [9 0 ]. A s s e m bl y  w a s  p e rf o r m e d  f o r e a c h  i n di vi d u al s e q u e n ci n g  

li b r a r y, g e n e r ati n g  3 8  c o nti g  fl e s  ( o n e f o r e a c h  li b r a r y). T h e s e  i n di vi d u al a s s e m bli e s  w e r e  

t h e n c o n c at e n at e d,  g e n e r ati n g  a  r e d u n d a nt  li st of  c o nti g s  f r o m all  s a m pl e s  (i. e., d u pli -

c at e s  of  t h e s a m e  vi r al  g e n o m e s).  T o  c r e at e  a  n o n r e d u n d a nt  li st of  c o nti g s,  C D- HI T  w a s  

u s e d  t o cl u st e r  s e q u e n c e s  wit h  g r e at e r  t h a n o r  e q u al  t o 9 5 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y, a n d  o nl y  
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c o nti g s  l o n g e r t h a n 1 0 0 0  nt  w e r e  r et ai n e d.  C o nti g s  r e m ai ni n g  aft e r  cl u st e ri n g  (i. e., t h o s e 

s h a ri n g  l e s s t h a n 9 5 %  n u cl e oti d e  si mil a rit y)  w e r e  t r e at e d a s  u ni q u e.  I niti al a s s e m bl y  g e n e r -

at e d  1 5 2, 8 9 8  c o nti g s  a c r o s s  all  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s. Aft e r  cl u st e ri n g,  1 8 2 5  n o n r e d u n d a nt  

c o nti g s  r e m ai n e d.  

2. 3. 3.  I d e nti f c ati o n of  P ut ati v e  Vi r al  C o nti g s  

T h e  g e n e r at e d  li st of  c o nti g s  w a s  q u e ri e d  a g ai n st  a  l o c al DI A M O N D  d at a b a s e,  g e n e r -

at e d  f r o m N C BI’ s  vi r al  R ef S e q  d at a s et  of  vi r al  p r ot ei n s  ( r el e a s e 2 2 9),  i n o r d e r  t o i d e ntif y 

p ut ati v e  vi r al  c o nti g s  [9 1 ,9 2 ]. T o  i d e ntif y p ut ati v e  vi r al  s e q u e n c e s  wit h  m o r e  di st a nt  h o m ol -

o g y  t o k n o w n  vi r u s e s,  a  l o c al hi d d e n  M a r k o v  m o d el  ( H M M) p r o fl e  w a s  c r e at e d  u si n g  t h e 

vi r u s  o rt h ol o g o u s  g r o u p  ( V O G) d at a b a s e  ( v 2 2 7)  [9 3 ]. O p e n  r e a di n g  f r a m e s i n t h e a s s e m -

bl e d  c o nti g s  w e r e  p r e di ct e d  u si n g  P r o di g al  ( v 4. 3),  a n d  t h e c o r r e s p o n di n g  t r a n sl at e d p r ot ei n  

s e q u e n c e s  w e r e  q u e ri e d  a g ai n st  t h e V O G  H M M  p r o fl e  u si n g  H M M s c a n  [9 3 ,9 4 ]. P ut ati v e  

n e w  vi r u s  s e q u e n c e s  w e r e  f u rt h e r c h a r a ct e ri z e d  u si n g  G e n ei o u s  ( v 2 0 2 5. 1) [9 5 ]. A c r o s s  

t h e 1 8 2 5  n o n r e d u n d a nt  c o nti g s,  4 5 7  h a d  h o m ol o g y  t o vi r u s e s  b y  DI A M O N D  ali g n m e nt,  

w hil e  t w o hi g hl y  a b u n d a nt  c o nti g s  di d  n ot  s h a r e  h o m ol o g y  wit h  vi r u s e s  b y  DI A M O N D  

ali g n m e nt,  b ut  di d  b y  H M M s c a n.  P ut ati v e  vi r al  c o nti g s  w e r e  f u rt h e r a n al y z e d  b y  w e b  i n-

t e rf a c e B L A S T n,  e n a bli n g  t h e r e m o v al  of  f al s e p o siti v e s  a n d  s e q u e n c e s  a p p r e ci a bl y  s h o rt e r  

t h a n t h e e x p e ct e d  g e n o m e  l e n gt h. T hi s  r e s ult e d  i n a  f n al  li st of  6 8  c o nti g s,  r e p r e s e nti n g  

1 6  w ell- c h a r a ct e ri z e d  h o n e y  b e e  a n d / o r  V.  destr u ct or  vi r u s e s,  ei g ht  pl a nt  vi r u s e s,  a n d  

2 6  u n d e s c ri b e d  vi r u s e s  o r  vi r u s  f r a g m e nt s. 

2. 3. 4.  C o m p a ri s o n  of  Vi r u s  G e n o m e  V a ri a bilit y  A c r o s s  S e q u e n ci n g  Li b r a ri e s  

T o  a s s e s s  t h e v a ri a bilit y  of  vi r u s  s e q u e n c e s  b et w e e n  i n di vi d u al li b r a ri e s a n d  e n s u r e  

t h e r e p o rt e d  vi r al  s e q u e n c e s  w e r e  m o st  r e p r e s e nt ati v e,  c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  f o r e a c h  p ut a -

ti v e vi r al  c o nti g  w e r e  g e n e r at e d  f o r e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y. T hi s  w a s  d o n e  b y  t ri m mi n g 

a n d  flt e ri n g  r e a d s  f r o m e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y, f oll o w e d b y  ali g n m e nt  t o t h e n o n r e d u n -

d a nt  vi r al  c o nti g s  u si n g  HI S A T 2,  g e n e r ati n g  a  li b r a r y- s p e ci f c ali g n m e nt  f o r e a c h  c o nti g.  

C o n s e n s u s  s e q u e n c e s  w e r e  g e n e r at e d  f r o m t h e s e ali g n m e nt  fl e s  i n c a s e s  w h e r e  at  l e a st 

1 0 0 0  r e a d s  ali g n e d  u si n g  t h e G e n ei o u s  “ G e n e r at e  C o n s e n s u s  S e q u e n c e ”  f u n cti o n ( v. 2 0 2 5. 1). 

T h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  f o r e a c h  vi r u s  w e r e  ali g n e d  u si n g  M A F F T  wit h  d ef a ult  p a r a m et e r s  

wit hi n  G e n ei o u s  [9 6 ]. T h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  f o r e a c h  vi r u s  a c r o s s  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s 

w e r e  v e r y  si mil a r,  s h a ri n g  o v e r  9 9 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y i n n e a rl y  all  c a s e s  ( S u p pl e m e nt a r y 

M at e ri al s,  T a bl e  S 8).  

A d diti o n all y,  t o p r e v e nt  p ot e nti al  bi a s e s  of  u si n g  a  si n gl e  a s s e m bl e d  c o nti g  s e q u e n c e  

f o r all  ali g n m e nt s  a n d  v e rif y  t h e a s s e m bl e d  s e q u e n c e s  f r o m e a c h  li b r a r y w e r e  si mil a r  t o 

o n e  a n ot h e r,  d e  n o v o  a s s e m bl y  w a s  p e rf o r m e d  u si n g  r e a d s  f r o m e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y. 

T hi s  g e n e r at e d  a n  a s s e m bl y  u ni q u e  t o e a c h  li b r a r y. C o nti g s  r e p r e s e nti n g  c o m m o n  b e e  

i nf e cti n g vi r u s e s  (i. e., A R V- 1,  A B P V,  B Q C V,  D W V- A,  D W V- B,  a n d  S B V)  a s s e m bl e d  f r o m 

i n di vi d u al li b r a ri e s w e r e  ali g n e d  t o o n e  a n ot h e r  u si n g  M A F F T  wit h  d ef a ult  s etti n g s.  T hi s  

st r at e g y  s h o w e d  t h at d e  n o v o- a s s e m bl e d  vi r al  c o nti g s  f r o m e a c h  u ni q u e  s e q u e n ci n g  li b r a r y 

w e r e  si mil a r,  s h a ri n g  > 9 7 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y i n all  c a s e s.  T h u s,  t h e vi r u s  s e q u e n c e s  

r e p o rt e d  h e r e  w e r e  si mil a r  a c r o s s  li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  a  b r o a d  g e o g r a p hi c  r a n g e  a n d  

r e a d  q u a nti f c ati o n  w a s  n ot  bi a s e d  ( a s i n, r e a d s  a c r o s s  li b r a ri e s w e r e  si mil a r  e n o u g h  t o t h e 

r e p o rt e d  s e q u e n c e  t o n ot  b e  u n m a p p e d).  

2. 3. 5.  G e n e r ati o n  of  Vi r u s  C o n s e n s u s  S e q u e n c e s  

T o  g e n e r at e  a  gl o b al  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  r e p r e s e nt ati v e  of  all  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s, 

r e a d s  f r o m e a c h  li b r a r y w e r e  i n d e p e n d e ntl y ali g n e d  t o t h e p r e vi o u sl y  a s s e m bl e d  n o n r e d u n -

d a nt  vi r u s  s e q u e n c e s.  E a c h  li b r a r y ali g n m e nt  fl e  (. b a m) w a s  m e r g e d  t o g e n e r at e  a  gl o b al  

b a m  u si n g  t h e s a mt o ol s  m e r g e  c o m m a n d.  A  pil e u p  fl e  of  all  v a ri a nt s  w a s  g e n e r at e d  u si n g  
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t h e b cft o ol s  m pil e u p  c o m m a n d.  V a ri a nt s  w e r e  c all e d  u si n g  t h e b cft o ol s  c all  c o m m a n d.  T hi s  

g e n e r at e d  a  gl o b al  v a ri a nt  c all  fl e  (. v cf) r e p r e s e nti n g  m a p p e d  r e a d s  a c r o s s  li b r a ri e s. A  

c o n s e n s u s  s e q u e n c e  w a s  g e n e r at e d  f r o m t hi s gl o b al  v a ri a nt  c all  fl e  u si n g  t h e b cft o ol s  c o n -

s e n s u s  c o m m a n d.  T o  mi ni mi z e  a m bi g uiti e s,  t h e - H 1  o pti o n  w a s  u s e d  t o c all  t h e m aj o rit y  

all el e  at  e a c h  p o siti o n.  

2. 3. 6.  C o nti g  Q u a nti f c ati o n  a n d  N o r m ali z ati o n  

R el ati v e  c o nti g  a b u n d a n c e s  w e r e  e sti m at e d  b y  ali g ni n g  t h e t ri m m e d F a st Q  r e a d  fl e s  

t o t h e n o n r e d u n d a nt  li st of  p ut ati v e  vi r al  c o nti g s  wit h  HI S A T 2.  T h e s e  ali g n m e nt  fl e s  

w e r e  c o m p r e s s e d  t o . b a m fl e s  a n d  u n ali g n e d  r e a d s  w e r e  di s c a r d e d  u si n g  s a mt o ol s.  T h e s e  

r e s ulti n g  . b a m fl e s  w e r e  s o rt e d  u si n g  s a mt o ol s.  T o  c o m p a r e  vi r u s  r e a d  a b u n d a n c e  a c r o s s  

s a m pl e s,  r a w  r e a d  c o u nt s  f o r e a c h  vi r u s  w e r e  c o n v e rt e d  t o f r a g m e nt p e r  kil o b a s e  g e n e  

p e r  milli o n  r e a d s  ( F P K M). R e a d  c o u nt s  of  e a c h  t ri m m e d F a st Q  fl e  w e r e  g e n e r at e d  u si n g  

t h e S e q kit  st at s  c o m m a n d  [9 7 ]. T o p  c o nti g s  wit h  h o m ol o g y  t o k n o w n  vi r u s e s  w e r e  f u rt h e r 

c h a r a ct e ri z e d  u si n g  G e n ei o u s  t o a s s e s s  s e q u e n c e  si mil a riti e s  a n d  p r e di ct  o p e n  r e a di n g  

f r a m e s ( O R F s). T o  c h a r a ct e ri z e  vi r u s  p r e v al e n c e,  a  li b r a r y w a s  c o n si d e r e d  “ p o siti v e ”  f o r a  

gi v e n  vi r u s  if 1 0 0 0  o r  m o r e  r e a d s  ali g n e d.  

2. 3. 7.  R el a x ati o n  of  HI S A T 2  Ali g n m e nt  P a r a m et e r s  

N o n r e d u n d a nt  vi r al  c o nti g s  w e r e  u s e d  t o c r e at e  a  HI S A T 2  i n d e x, a g ai n st  w hi c h  

r e a d s  f o r e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y w e r e  ali g n e d  t o g e n e r at e  c o v e r a g e  m a p s  a n d  c o n s e n s u s  

s e q u e n c e s.  D u e  t o t h e hi g hl y  v a ri a bl e  n at u r e  of  R N A  vi r u s  p o p ul ati o n s,  HI S A T 2  ali g n m e nt  

w a s  p e rf o r m e d  wit h  m o r e  r el a x e d  p a r a m et e r s  (- L, 0,  − 0. 4)  t o p e r mit  a  g r e at e r  p r o p o rti o n  of  

mi s m at c h e s  d u ri n g  ali g n m e nt  ( ~ 6 – 8 mi s m at c h e s  f o r a  1 5 0  nt  r e a d,  o r  a p p r o xi m at el y  9 4. 7 %  

t o 9 6 %  i d e ntit y) a n d  m o r e  r eli a bl y  c a pt u r e  all  vi r al  r e a d s.  B y  t e sti n g ali g n m e nt  p a r a m et e r s,  

w e  d et e r mi n e d d  t h at t hi s HI S A T 2  ali g n m e nt  s etti n g c a pt u r e d  c o nti g s  t h at w e r e  n ot  ali g n e d  

u si n g  d ef a ult  s etti n g s  (i n s o m e  i n st a n c e s, ~ 1 0 %  of  c o nti g s  t h at di d  n ot  ali g n  u n d e r  d ef a ult  

p a r a m et e r s  di d  ali g n  u si n g  t h e r el a x e d  p a r a m et e r)  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 9).  

F u rt h e r  r el a xi n g  of  ali g n m e nt  p a r a m et e r s  di d  n ot  a p p r e ci a bl y  i n c r e a s e t h e p r o p o rti o n  of  

ali g n e d  c o nti g s.  

2. 3. 8.  A s s e s s m e nt  of  R e a d  M a p pi n g  S p e ci f cit y  

T o  a s s e s s  t h e s p e ci f cit y  of  r e a d  q u a nti f c ati o n  b y  ali g n m e nt  t o t h e D W V- A  a n d  D W V- B  

s e q u e n c e s,  a s  w ell  a s  t h e L S V- 2  a n d  L S V- 3  s e q u e n c e  v a ri a nt s,  ali g n m e nt  w a s  p e rf o r m e d  

u si n g  HI S A T- 2  wit h  eit h e r  si n gl e- o r  m ulti- m a p pi n g  e n a bl e d.  Diff e r e n c e s  i n r e a d  c o u nt s  f o r 

D W V- A,  D W V- B,  a n d  t h e L S V  v a ri a nt s,  u si n g  si n gl e- o r  m ulti- m a p pi n g  w e r e  n e gli gi bl e  

i n di c ati n g r e a d s  w e r e  n ot  ali g ni n g  t o b ot h  D W V- A  a n d  D W V- B  o r  t o m ulti pl e  L S V  v a ri a nt s  

( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 0).  

3.  R e s ult s  

3. 1.  H o ne y  Bee  C ol o n y- Le vel  S a m ples  O bt ai ne d  fr o m F o ur  C alif or ni a  Bee kee pi n g  O per ati o ns  T h at  
E x perie n ce d  Hi g h  L osses  

M a n a g e d  h o n e y  b e e  c ol o ni e s  i n t h e U. S.  a r e  t y pi c all y h o u s e d  i n L a n g st r ot h  hi v e s  t h at 

c o nt ai n  v e rti c all y  o ri e nt e d  w o o d e n  f r a m e s t h at s u p p o rt  t h e b e e- p r o d u c e d  w a x  h e x a g o n al  

c o m b s  t h at h o u s e  b r o o d  ( e g g s, l a r v a e, a n d  p u p a e)  a n d  c o nt ai n  f o o d r e s o u r c e s  ( h o n e y a n d  

p oll e n)  [2 3 ]. H o n e y  b e e  c ol o n y  p o p ul ati o n  si z e,  w hi c h  s e r v e s  a s  a  p r o x y  f o r c ol o n y  h e alt h,  

i s e sti m at e d  b y  c o u nti n g  t h e n u m b e r  of  h o n e y  b e e  c o v e r e d  f r a m e s wit hi n  e a c h  c ol o n y  

at  e a c h  a s s e s s m e nt  [7 7 – 7 9 ]. A  t ot al of  1 9 5  c ol o ni e s  w e r e  m o nit o r e d  a n d  s a m pl e d  i n t h e 

f o u r C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4)  [7 2 ]. 

I niti al s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  i n t w o of  t h e f o u r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  i n 

l at e A u g u st  2 0 2 2  ( o p e r ati o n s B  a n d  D),  w h e r e a s  s a m pli n g  of  c ol o ni e s  i n t h e ot h e r  t w o 
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b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  w a s  i niti at e d i n S e pt e m b e r  2 0 2 2  ( o p e r ati o n s A  a n d  C).  S u b s e q u e nt  

s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m m o nit o r e d  c ol o ni e s  i n all  f o u r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  i n e a rl y –  

mi d  N o v e m b e r  2 0 2 2  a n d  i n l at e J a n u a r y 2 0 2 3,  wit h  a d diti o n al  s a m pli n g  of  b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n  A  i n M a r c h  2 0 2 3  a n d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  B  i n A p ril  2 0 2 3.  I n t hi s st u d y,  a  t ot al 

of  3 8  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s, r e p r e s e nti n g  1 4 1  c ol o n y-l e v el  s a m pl e s,  w e r e  s e q u e n c e d  ( Fi g u r e 1 , 

S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 5).  

 

Fi g ur e  1.  H o n e y  b e e  c ol o n y-l e v el  s a m pl e s,  l a b p r o c e s si n g,  a n d  bi oi nf o r m ati c  st e p s  t o c h a r a ct e ri z e  

h o n e y  b e e  vi r o m e s.  (A ) H o n e y  b e e  s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m f o u r C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n s.  C ol o n y  l e v el p o p ul ati o n  c h a n g e  a n d  p r o p o rti o n  of  c ol o ni e s  t h at di e d  v a ri e d  b y  o p e r ati o n  

a n d  s a m pl e  d at e.  P o ol e d  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s i n cl u d e d R N A  f r o m a  t ot al of  1 4 1  h o n e y  b e e  s a m pl e s  

o bt ai n e d  f r o m 6 7  c ol o ni e s,  i n cl u di n g 1 4  f r o m c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d,  7 5  f r o m 

c ol o ni e s  wit h  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s, 3 4  f r o m c ol o ni e s  t h at eit h e r  m ai nt ai n e d  t h ei r i niti al p o p ul ati o n  o r  

i n c r e a s e d i n p o p ul ati o n,  a n d  1 8  f r o m c ol o ni e s  wit h  p o p ul ati o n s  t h at d e c r e a s e d  a n d  t h e n r e c o v e r e d  

( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4).  (B ) H o n e y  b e e  s a m pl e s  w e r e  h o m o g e ni z e d  i n a n  a q u e o u s  

b uff e r  p ri o r  t o p o oli n g  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n,  s a m pl e  d at e,  a n d  c at e g o ri c al  a s si g n m e nt s.  S a m pl e s  

w e r e  n u cl e a s e  t r e at e d t o d e g r a d e  u n e n c a p s ul at e d  n u cl ei c  a ci d s,  e n ri c hi n g  f o r vi ri o n  e n c a p si d at e d  

n u cl ei c  a ci d s,  p ri o r  t o R N A  e xt r a cti o n.  (C ) S e q u e n ci n g  li b r a ri e s w e r e  p r e p a r e d  f r o m vi r u s  e n ri c h e d  

R N A  a n d  s e q u e n c e d.  S h o rt- r e a d  s e q u e n ci n g  d at a  w a s  flt e r e d  f o r q u alit y,  t h e a d a pt e r  s e q u e n c e s  w e r e  

t ri m m e d, a n d  r e a d s  w e r e  ali g n e d  t o t h e A.  mellifer a  g e n o m e  a n d  H ol o b e e  mi c r o b e  i n d e x. Ali g n e d  

r e a d s  w e r e  r e m o v e d  f r o m s u b s e q u e nt  a n al y s e s  t o f a cilit at e vi r u s  di s c o v e r y.  R e m ai ni n g  r e a d s  w e r e  

d e  n o v o  a s s e m bl e d,  a n d  c o nti g u o u s  s e q u e n c e s  ( c o nti g s) w e r e  ali g n e d  t o t h e vi r u s  R ef S e q  p r ot ei n  

d at a b a s e  t o i d e ntif y p ut ati v e  vi r al  c o nti g s.  S e q u e n c e  d at a  w a s  ali g n e d  t o p ut ati v e  vi r al  c o nti g s  t o 

a s s e s s  a b u n d a n c e,  a n d  r el ati v e  a b u n d a n c e  w a s  c al c ul at e d  a s  f r a g m e nt s p e r  kil o b a s e  p e r  milli o n  

t r a n s c ri pt s ( F P K M). 

T h e  c ol o ni e s  m o nit o r e d  i n t hi s st u d y  e x p e ri e n c e d  a n  a v e r a g e  3 9 %  d e cli n e  i n h o n e y  b e e  

p o p ul ati o n  f r o m F all  2 0 2 2  t o J a n u a r y 2 0 2 3.  S p e ci f c all y,  c ol o ni e s  m a n a g e d  b y  b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n  A  h a d  a n  a v e r a g e  2 1 %  r e d u cti o n  i n p o p ul ati o n  f r o m S e pt e m b e r  2 0 2 2  t o J a n u a r y 
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2 0 2 3,  c ol o ni e s  m a n a g e d  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  B  h a d  a n  a v e r a g e  of  3 6. 2 %  p o p ul ati o n  

l o s s f r o m A u g u st  2 0 2 2  t o J a n u a r y 2 0 2 3,  c ol o ni e s  m a n a g e d  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  C  

e x p e ri e n c e d  a  4 4. 1 %  a v e r a g e  l o s s f r o m S e pt e m b e r  2 0 2 2  t o J a n u a r y 2 0 2 3,  a n d  c ol o ni e s  

m a n a g e d  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  D  h a d  a  5 1. 1 %  p o p ul ati o n  l o s s f r o m S e pt e m b e r  2 0 2 2  t o 

J a n u a r y 2 0 2 3  ( Fi g u r e 1 , S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4)  [7 2 ]. 

T h e  n u m b e r  of  c ol o n y  d e at h s  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  v a ri e d  b y  b e e k e e pi n g  o p -

e r ati o n.  S p e ci f c all y,  1 1  of  t h e 6 1  ( 1 8 %) m o nit o r e d  c ol o ni e s  ( S e pt e m b e r t o M a r c h)  m a n a g e d  

b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  A  di e d.  B e e k e e pi n g  o p e r ati o n  B  h a d  1 4  of  5 3  m o nit o r e d  c ol o ni e s  

( 2 6. 4 %) di e  f r o m A u g u st  t o A p ril.  O nl y  1  of  t h e 5 1  m o nit o r e d  c ol o ni e s  ( 2 %) i n b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n  C  di e d  ( S e pt e m b e r t o J a n u a r y), a n d  5  of  3 1  m o nit o r e d  c ol o ni e s  ( 1 6. 1 %) m a n -

a g e d  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  D  di e d  ( S e pt e m b e r t o J a n u a r y) ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  

T a bl e s  S 1 – S 4 ) [7 2 ]. We  h y p ot h e si z e d  t h at t h e r e m a y  b e  p r e vi o u sl y  u n c h a r a ct e ri z e d  vi r u s e s  

a n d / o r  vi r u s  st r ai n s  ( s e q u e n c e v a ri a nt s)  a s s o ci at e d  wit h  c ol o n y  p o p ul ati o n  l o s s, c ol o n y  

d e at h,  a n d  V.  destr u ct or  i nf e st ati o n l e v el s. 

T o  i n v e sti g at e o u r  h y p ot h e s e s,  c ol o ni e s  w e r e  c at e g o ri z e d  b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n,  

s a m pli n g / a s s e s s m e nt  d at e,  V.  destr u ct or  mit e  i nf e st ati o n l e v el, a n d  c h a n g e  i n c ol o n y  p o p u -

l ati o n si z e  ( e sti m at e d a s  t h e c h a n g e  i n t h e n u m b e r  of  h o n e y  b e e  c o v e r e d  f r a m e s o r  ‘f r a m e 

c o u nt’)  o v e r  t h e s a m pli n g  p e ri o d  [7 8 ]. T h e  f o u r p o p ul ati o n  c h a n g e  g r o u p s  w e r e  “ hi g h  l o s s ”, 

“ h e alt h y ”  (i. e., st a bl e  o r  p o p ul ati o n  g r o wt h),  “ di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  “,  a n d  

“ d e cli n e d  t h e n r e c o v e r e d ”,  w hil e  t h e t h r e e V.  destr u ct or  i nf e st ati o n c at e g o ri e s  w e r e  hi g h,  

p o st- hi g h,  a n d  l o w ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 5).  

Of  t h e 6 7  c ol o ni e s  r e p r e s e nt e d  i n s e q u e n ci n g  d at a,  1 9  w e r e  f r o m b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  

A,  1 8  w e r e  f r o m b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  B,  1 4  w e r e  f r o m b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  C,  a n d  1 5  w e r e  

f r o m b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  D.  F o rt y-t h r e e  s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  i n A u g u st / S e pt e m b e r  

2 0 2 2,  5 2  i n N o v e m b e r  2 0 2 2,  a n d  4 6  i n J a n u a r y 2 0 2 3.  S p e ci f c all y,  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  A  

w a s  l o c at e d i n S o ut h  C e nt r al  C alif o r ni a;  o p e r ati o n  B  w a s  l o c at e d n e a r  C hi c o,  C A;  o p e r ati o n  

C  w a s  l o c at e d n e a r  R e d di n g,  C A,  f r o m A u g u st  t o N o v e m b e r,  a n d  m o v e d  i nt o al m o n d  

o r c h a r d s  i n t h e C alif o r ni a  c e nt r al  v all e y  f r o m J a n u a r y o n w a r d;  a n d  o p e r ati o n  D  w a s  l o c at e d 

n e a r  Y r e k a,  C A,  f r o m A u g u st  t o N o v e m b e r,  a n d  m o v e d  i nt o al m o n d  o r c h a r d s  i n t h e 

C alif o r ni a  c e nt r al  v all e y  i n J a n u a r y 2 0 2 3.  

At  e a c h  s a m pli n g  e v e nt,  V.  destr u ct or  mit e  i nf e st ati o n l e v el s w e r e  a s s e s s e d,  a n d  c ol o n y  

p o p ul ati o n  si z e  w a s  e sti m at e d  b y  f r a m e c o u nt  [7 8 ]. Ei g ht y- ni n e  s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  

f r o m c ol o ni e s  wit h  l o w V.  destr u ct or  mit e  p r e s s u r e.  T hi rt y- si x  s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m 

c ol o ni e s  wit h  hi g h  V.  destr u ct or  mit e  p r e s s u r e,  a n d  1 6  w e r e  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  wit h  

p o st- hi g h  V.  destr u ct or  mit e  p r e s s u r e.  T h e r e  w e r e  7 5  s a m pl e s  f r o m hi g h  l o s s c ol o ni e s,  

3 4  f r o m s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  wit h  n o  p o p ul ati o n  l o s s e s, 1 4  s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  t h at 

di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d,  a n d  1 8  s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  t h at r e c o v e r e d  aft e r  i niti al 

p o p ul ati o n  d e cli n e s  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 5).  

Te n  h o n e y  b e e s  f r o m e a c h  c ol o n y-l e v el  s a m pl e  w e r e  r a n d o ml y  s el e ct e d  a n d  h o m o g e -

ni z e d  t o yi el d  l y s at e s. L y s at e s  f r o m c ol o ni e s  m at c hi n g  t h e s a m e  c rit e ri a  ( e. g., b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n,  s a m pl e  d at e,  c ol o n y  h e alt h / p o p ul ati o n  st at u s,  a n d  V.  destr u ct or  i nf e st ati o n l e v el) 

w e r e  p o ol e d  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e  S 5).  T hi s  st r at e g y  yi el d e d  6 7  s e p a r at e  p o ol e d  

l y s at e s, wit h  a  r a n g e  of  1 – 7  c ol o n y-l e v el  l y s at e s ( r e p r e s e nti n g 1 0 – 7 0  b e e s)  wit h h  a m e di a n  

of  4  c ol o n y  l y s at e s ( r e p r e s e nti n g 4 0  b e e s).  T o  m a xi mi z e  t h e n u m b e r  of  vi r al  s e q u e n ci n g  

r e a d s,  h o n e y  b e e  s a m pl e  l y s at e s w e r e  n u cl e a s e-t r e at e d  p ri o r  t o R N A  e xt r a cti o n  t o d e g r a d e  

u n e n c a p s ul at e d  h o st  R N A  ( m R N A, t R N A, r R N A,  et c.),  a s  d e s c ri b e d  p r e vi o u sl y  [4 ,6 1 ] 

( Fi g u r e 1 , S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e  S 5).  
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3. 2.  R N A  Se q ue n ci n g  ( R N A Se q) Li br aries  Re prese nt ati ve  of  H o ne y  Bee  S a m ple  C o h ort  

A  t ot al of  3 8  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s w e r e  p r e p a r e d  f r o m 1 4 1  h o n e y  b e e  s a m pl e s,  r e p r e -

s e nti n g  6 7  u ni q u e  c ol o ni e s.  S e q u e n ci n g  g e n e r at e d  a n  a v e r a g e  of  8, 0 5 1, 7 3 0  r e a d s  p e r  li b r a r y, 

w hi c h  w e r e  a s s e s s e d  f o r q u alit y,  i n d e x e d, a n d  t ri m m e d f o r q u alit y  a n d  t o r e m o v e  a d a pt o r  

a n d  i n d e x s e q u e n c e s  ( P RJ N A 1 3 7 3 3 2 7) ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 1).  

T o  e n ri c h  f o r vi r al  r e a d s,  s e q u e n c e s  w e r e  ali g n e d  t o t h e h o n e y  b e e  g e n o m e  

( A m el _ H A v 3. 1 N C BI  R ef S e q  a s s e m bl y  G C F _ 0 0 3 2 5 4 3 9 5. 2),  wit h  ali g n e d  r e a d s  b ei n g  r e -

m o v e d  f o r vi r u s  di s c o v e r y  [8 4 ,8 5 ]. A d diti o n all y,  r e a d s  w e r e  ali g n e d  t o t h e H ol o b e e  I n d e x 

( v 2 0 1 6. 1), w hi c h  c o nt ai n s  h o n e y  b e e  a s s o ci at e d  mi c r o b e  g e n o mi c  s e q u e n c e s  [8 6 ]. R e a d s  

ali g ni n g  t o t h e s e h o n e y  b e e  a s s o ci at e d  mi c r o b e s  w e r e  al s o  r e m o v e d  ( Fi g u r e 1 ). O n  a v e r a g e,  

4, 7 9 8, 8 6 7  r e a d s  ( 5 9. 7 4 % of  t ot al r e a d s)  ali g n e d  t o t h e h o n e y  b e e  g e n o m e,  wit h  a  mi ni m u m  

of  1 4 2, 4 4 1  a n d  m a xi m u m  of  9, 9 8 3, 2 0 4  ( r e p r e s e nti n g 1. 8 3 %  t o 9 4. 3 7 %  of  li b r a r y r e a d s,  r e s p e c -

ti v el y). O n  a v e r a g e,  1 3 4, 9 7 6  r e a d s  ( 1. 5 6 % of  t ot al r e a d s)  ali g n e d  t o t h e n o n vi r al  H ol o b e e  

i n d e x ( v 2 0 1 6. 1) wit h  a  mi ni m u m  of  3, 4 8 1  a n d  m a xi m u m  of  7 5 1, 1 4 5  ( r e p r e s e nti n g 0. 0 4 %  t o 

7. 6 8 %  of  li b r a r y r e a d s,  r e s p e cti v el y)  ( Fi g u r e 2 , S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e  S 1 1).  

Fi g ur e  2.  C o m p o siti o n  of  s e q u e n c e s  i n li b r a ri e s c h a r a ct e ri z e d  b y  h o n e y  b e e  c ol o n y  p o p ul ati o n  

d y n a mi c s.  P r o p o rti o n  of  n o r m ali z e d  r e a d s  f r o m s e q u e n ci n g  li b r a ri e s c at e g o ri z e d  b y  h e alt h  st at u s:  

c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  st u d y,  c ol o ni e s  t h at h a d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s, h e alt h y  c ol o ni e s,  a n d  

c ol o ni e s  t h at d e cli n e d,  t h e n r e c o v e r e d.  S e q u e n ci n g  li b r a ri e s a r e  l a b el e d b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  ( A, 

B,  C,  a n d  D)  a n d  m o nt h  of  s a m pli n g  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 – S 4).  

D e  n o v o  a s s e m bl y  of  t h e r e m ai ni n g  r e a d s  g e n e r at e d  1 5 2, 8 9 8  c o nti g u o u s  s e q u e n c e s  

( c o nti g s). A  n o n r e d u n d a nt  li st of  1 8 2 5  c o nti g s  w a s  g e n e r at e d  b y  cl u st e ri n g  si mil a r  c o nti g s  

( g r e at e r t h a n o r  e q u al  t o 9 5 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y) a n d  flt e ri n g  a n y  s h o rt e r  t h a n 1 0 0 0  nt  

(S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Fil e s  S 1 – S 4).  P ut ati v e  vi r al  c o nti g s  w e r e  i d e nti f e d b y  DI A -

M O N D  B L A S T x  ali g n m e nt  a g ai n st  N C BI’ s  vi r u s  R ef S e q  p r ot ei n  i n d e x ( r el e a s e 2 2 9)  [9 1 ,9 2 ]. 

O p e n  r e a di n g  f r a m e s w e r e  p r e di ct e d  u si n g  P r o di g al  ( v 2. 6. 3), t r a n sl at e d, a n d  u s e d  a s  

a  q u e r y  f o r H M M S c a n  ( v 3. 4) a g ai n st  t h e vi r u s  o rt h ol o g o u s  g r o u p s  d at a b a s e  ( V O G D B, 

v 2 2 7)  [9 3 ,9 4 ,9 8 ]. P ut ati v e  vi r al  c o nti g s  w e r e  f u rt h e r r e f n e d  b y  m a n u al  c u r ati o n  t o r e m o v e  

s e q u e n c e s  wit h  f al s e p o siti v e  p r e di ct e d  h o m ol o g y  t o n o n vi r al  p r ot ei n s  ( a s d et e r mi n e d  

b y  w e b- b a s e d  B L A S T n)  a n d  t h e r e m o v al  of  g e n o m e  f r a g m e nt s (i. e., c o nti g s  t h at w e r e  
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a p p r e ci a bl y  s h o rt e r  t h a n t h e e x p e ct e d  g e n o m e  l e n gt h). T hi s  r e s ult e d  i n a  f n al,  r e f n e d  li st 

of  6 4  c o nti g s,  i n cl u di n g 1 6  c h a r a ct e ri z e d  A.  mellifer a  a n d / o r  V.  destr u ct or  i nf e cti n g vi r u s e s,  

ei g ht  c h a r a ct e ri z e d  pl a nt  vi r u s e s  ( o r g e n o m e  s e g m e nt s),  a n d  2 6  u n c h a r a ct e ri z e d  vi r u s e s  

o r  vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e s  S 1 2 – S 1 4).  A b u n d a n c e  w a s  a s -

s e s s e d  b y  ali g ni n g  r e a d s  t o t h e s e s e q u e n c e s,  r e s ulti n g  i n a  r a n g e  f r o m 2 2 3  t o 7, 5 7 7, 6 3 5  r e a d s  

m a p p e d  ( 0. 0 0 3 % t o 9 4. 7 6 %  of  t ot al li b r a r y r e a d s),  wit h  a n  a v e r a g e  of  1, 9 6 1, 5 4 3  r e a d s  ali g n -

i n g t o t h e a s s e m bl e d  p ut ati v e  vi r u s  s e q u e n c e s  a c r o s s  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s ( 2 3. 5 7 % of  t ot al 

li b r a r y r e a d s).  P ut ati v e  pl a nt  vi r u s e s  c o m p ri s e d  a  s m all  f r a cti o n of  r e a d s  ( ~ 0. 0 2 % of  t ot al 

s e q u e n ci n g  r e a d s)  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 3).  T o  m a k e  c o m p a ri s o n s  of  vi r al  

a b u n d a n c e  a c r o s s  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s, r e a d  c o u nt s  w e r e  n o r m ali z e d  t o f r a g m e nt s p e r  kil o-

b a s e  of  t r a n s c ri pt p e r  milli o n  m a p p e d  r e a d s  ( F P K M) ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 5 ). 

T hi s  m et h o d  t a k e s t h e t ot al n u m b e r  of  r e a d s  p e r  s e q u e n ci n g  li b r a r y a n d  t h e l e n gt h of  t h e 

t r a n s c ri pt ( o r, i n t hi s c a s e,  p ut ati v e  vi r al  g e n o m e)  i nt o a c c o u nt.  R e a d s  w e r e  ali g n e d  t o 

t h e A.  mellifer a  g e n o m e  ( A m el _ H a v 3. 1), h o n e y  b e e  a s s o ci at e d  mi c r o b e s  ( H ol o B e e i n d e x), 

pl a nt  vi r u s e s,  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s,  a n d  k n o w n  b e e  vi r u s e s;  u n ali g n e d  r e a d s  w e r e  

cl a s si f e d  a s  “ u n a c c o u nt e d ”.  A  g r e at e r  p r o p o rti o n  of  r e a d s  ali g n e d  t o vi r u s e s  i n li b r a ri e s 

r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  o r  e x p e ri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  

p e ri o d  r el ati v e  t o t h o s e r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  wit h  st a bl e  o r  g r o wi n g  p o p ul ati o n s  o r  f r o m 

t h o s e wit h  p o p ul ati o n s  t h at d e cli n e d  a n d  r e c o v e r e d  ( Fi g u r e 2 ). 

3. 3.  Pre vi o usl y  C h ar a cteri ze d  Vir us  Se q ue n ces  Were  Ge neti c all y  Si mil ar  

Of  t h e 6 4  c o nti g s  i d e ntifi e d h er ei n,  2 3  n o nr e d u n d a nt,  g e n o m e-l e n gt h  c o nti g s  w er e  si mil ar  

t o 1 6  w ell- c h ar a ct eri z e d  b e e  a n d / or  V.  destr u ct or  mit e  vir u s e s  (i n cl u di n g t h o s e wit h  m ulti p artit e  

g e n o m e s).  T h e s e  i n cl u d e d a c ut e  b e e  p ar al y si s  vir u s  ( A B P V), A pi s  r h a b d o vir u s  1  ( A R V- 1), 

bl a c k  q u e e n  c ell  vir u s  ( B Q C V), c hr o ni c  b e e  p ar al y si s  vir u s  ( C B P V), d ef or m e d  wi n g  vir u s  

A  a n d  B  ( D W V- A, D W V- B),  L a k e  Si n ai  vir u s e s  1 – 4  ( L S V- 1, L S V- 2,  L S V- 3,  L S V- 4 ), s a c br o o d  

vir u s  ( S B V), t o b a c c o ri n g s p ot  vir u s  ( T R S V), V arr o a  t y m o-li k e vir u s,  V arr o a  d e str u ct or  vir u s  3  

( V D V- 3), V arr o a  ort h o m y x o vir u s  1  ( V O V- 1), a n d  V arr o a  d e str u ct or  vir u s  9  ( V D V- 9). 

T o  a s s e s s  t h e si mil a rit y  of  vi r u s e s  a c r o s s  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  ( r e p r e s e nti n g a  b r o a d  

g e o g r a p hi c  r a n g e),  a s s e m bl e d  vi r u s  s e q u e n c e s  f r o m e a c h  li b r a r y w e r e  ali g n e d  t o o n e  

a n ot h e r.  T h e  s e q u e n c e s  of  c o m m o n  h o n e y  b e e  i nf e cti n g vi r u s e s  i n cl u di n g A R V- 1,  A B P V,  

B Q C V,  D W V- A,  D W V- B,  a n d  S B V  w e r e  si mil a r  a c r o s s  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s,  wit h  g r e at e r  

t h a n 9 7 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 8).  A s  c ol o ni e s  w e r e  l o c at e d 

m o r e  t h a n 8 0  k m  f r o m e a c h  ot h e r,  a n d  t h e fi g ht  r a n g e  of  h o n e y  b e e s  i s t y pi c all y ~ 5  k m,  

c ol o ni e s  w e r e  g e o g r a p hi c all y  i s ol at e d f r o m o n e  a n ot h e r,  i n di c ati n g t h e s e q u e n c e s  r e p o rt e d  

h e r ei n  r e p r e s e nt  t h e d o mi n a nt  ci r c ul ati n g  st r ai n s.  

M o st  of  t h e pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  h o n e y  b e e  a n d / or  V.  destr u ct or  i nf e cti n g vir u s e s  s e -

q u e n c e d  h er ei n  w er e  si mil ar  t o p u bli s h e d  s e q u e n c e s  ( T a bl e 1 ) ( N C BI a c c e s s e d  S e pt e m b er  

2 0 2 5)  [9 9 ]. N u cl e oti d e  diff er e n c e s  b et w e e n  t h e a s s e m bl e d  s e q u e n c e s  a n d  pr e vi o u sl y  r e p ort e d  

D W V- A  a n d  D W V- B  g e n o m e s  w er e  e v e nl y  di stri b ut e d,  s u g g e sti n g  t h at t h e s e q u e n c e s  i d e nti-

fi e d h er ei n  d e s cri b e  t h e c o n s e n s u s  q u a si s p e ci e s  s e q u e n c e s  a n d  ar e  n ot  r e c o m bi n a nt s  ( T a bl e 1 ). 

T h e  L a k e  Si n ai  vir u s  gr o u p  i n cl u d e s hi g hl y  di v er g e nt  m e m b er s,  i n cl u di n g 2 2  v ari a nt s  of  L S V- 1  

a n d  4 4  v ari a nt s  of  L S V- 2  s e q u e n c e s  d e p o sit e d  o n  N C BI  ( a c c e s s e d S e pt e m b er  2 0 2 5)  [8 0 ,9 9 ,1 0 0 ]. 

T hr e e  u ni q u e  L S V- 2  s e q u e n c e  v ari a nt s  (i. e., L S V- 2- C A- 1,  L S V- 2- C A- 2,  a n d  L S V- 2- C A- 3)  

( P X 7 2 6 3 1 2, P X 7 2 6 3 1 3,  P X 7 2 6 3 1 4)  a n d  t w o u ni q u e  L S V- 3  s e q u e n c e  v ari a nt s  ( L S V- 3- C A- 1 

a n d  L S V- 3- C A- 2)  ( P X 7 2 6 3 1 5, P X 7 2 6 3 1 6)  w er e  i d e ntifi e d i n t hi s st u d y  ( T a bl e 1 ). 

T h e  L S V- 2  v a ri a nt s  r e p o rt e d  h e r ei n  s h a r e d  8 9. 3 %  t o 9 3. 7 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y t o o n e  

a n ot h e r.  T h e s e  n u cl e oti d e  diff e r e n c e s  w e r e  e v e nl y  di st ri b ut e d  a c r o s s  t h e t h r e e s e q u e n c e s.  

T h e  L S V- 3  v a ri a nt s  w e r e  m o r e  di sti n ct  (i. e., 8 4. 4 %  nt  i d e ntit y). W hil e  u ni q u e  a n d  di sti n ct  

f r o m e a c h  ot h e r,  t h e s e s e q u e n c e  v a ri a nt s  w e r e  si mil a r  t o p r e vi o u sl y  r e p o rt e d  L S V  st r ai n s  
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( T a bl e 1 ). T h e  L S V- 2  v a ri a nt s  s h a r e d  9 1. 3 %  t o 9 6. 1 %  i d e ntit y t o p r e vi o u sl y  r e p o rt e d  L S V -

2  st r ai n s,  a n d  t h e L S V- 3  v a ri a nt s  s h a r e d  9 6. 1 %  a n d  9 8. 8 %  i d e ntit y t o r e p o rt e d  L S V- 3  

st r ai n s  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 6)  [9 9 ,1 0 1 ,1 0 2 ]. N u cl e oti d e  v a ri ati o n  w a s  e v e nl y  

di st ri b ut e d  a c r o s s  s e q u e n c e s,  s u p p o rti n g  t h at t h e s e c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  r e p r e s e nt  di sti n ct  

v a ri a nt s.  I n a d diti o n,  w e  e n s u r e d  t h e s p e ci f cit y  of  m a p p e d  r e a d s  b y  ali g ni n g  u si n g  

eit h e r  si n gl e- o r  m ulti- m a p pi n g  m o d e s.  T hi s  st r at e g y  r e v e al e d  t h at t h e n u m b e r  of  r e a d s  

a s si g n e d  t o e a c h  c o nti g  w a s  si mil a r  w h et h e r  si n gl e- o r  m ulti- m a p pi n g  m o d e s  w e r e  utili z e d,  

i n di c ati n g t h at i n di vi d u al r e a d s  w e r e  n ot  ali g ni n g  t o m ulti pl e  L S V- 2  o r  L S V- 3  s e q u e n c e s  

( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 0).  

Ta bl e  1.  O v e r vi e w  of  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  b e e- a n d / o r  mit e- a s s o ci at e d  vi r u s e s  s e q u e n c e d  i n 

t hi s st u d y.  

Vir u s  
L e n gt h  

( nt) 

%  nt  I d e ntit y  t o 
M o st  Si mil ar  

Vir u s  

S e q u e n ci n g  
Li br ari e s  
P o siti v e  

T ot al  
R e a d s  

T ot al  
F P K M  

A v er a g e  
C o v er a g e  

a c ut e  b e e  p a r al y si s  vi r u s  9 6 6 0  9 0. 8  3 / 3 8  3 4 8, 7 8 3  4 0 8 4  5 4 1 5  
A pi s  m ellif e r a  a s s o ci at e d  p a rtiti-li k e  

vi r u s  1  
1 4 5 6  9 6. 6  7 / 3 8  1, 9 8 2, 5 0 4  1 6 5, 6 4 3  2 0 4, 2 4 1  

A pi s  r h a b d o vi r u s  1  1 4, 5 8 9  9 9. 7  1 0 / 3 8  6 9 6, 4 4 1  6 0 5 7  7 1 6 2  
bl a c k  q u e e n  c ell  vi r u s  8 5 2 6  9 6. 4  8 / 3 8  5 4 5, 0 8 1  7 6 4 0  9 5 9 0  

c h r o ni c  b e e  p a r al y si s  vi r u s  R N A 1  3 6 0 2  9 6. 7  0 / 3 8  4 2 5  1 6  1 8  
c h r o ni c  b e e  p a r al y si s  vi r u s  R N A 2  2 2 3 9  9 2. 3  0 / 3 8  2 6 6  1 6  1 8  

d ef o r m e d  wi n g  vi r u s — A  1 0, 2 2 1  9 9. 5  1 6 / 3 8  1, 8 8 6, 8 5 1  2 2, 2 6 7  2 7, 6 9 1  
d ef o r m e d  wi n g  vi r u s — B  1 0, 2 6 4  9 9. 7  2 5 / 3 8  2 4, 9 3 9, 8 7 9  3 0 6, 5 6 2  3 6 4, 4 7 6  
H u b ei  p a rtiti-li k e  vi r u s  3 4  1 4 7 5  9 9. 6  1 3 / 3 8  1, 1 0 6, 5 1 0  9 3, 9 1 0  1 1 2, 5 2 6  

L a k e  Si n ai  vi r u s  1  6 0 4 8  9 8. 2  1 1 / 3 8  2, 3 3 1, 7 4 3  4 9, 2 9 1  5 7, 8 3 1  
L a k e  Si n ai  vi r u s  2 — C A- 1  5 9 5 3  9 1. 3  9 / 3 8  1 9, 8 8 9, 6 3 6  4 0 3, 1 0 8  5 0 1, 1 6 7  
L a k e  Si n ai  vi r u s  2 — C A _ 2  5 9 9 4  9 4. 6  9 / 3 8  4, 0 9 8, 2 2 6  8 8, 7 0 6  1 0 2, 5 5 8  
L a k e  Si n ai  vi r u s  2 — C A- 3  6 0 4 4  9 4. 3  8 / 3 8  1 4, 4 6 4, 1 4 3  2 6 1, 1 0 5  3 5 8, 9 7 1  
L a k e  Si n ai  vi r u s  3 — C A- 1  6 1 2 8  9 6. 1  7 / 3 8  2, 3 1 3, 4 3 4  4 5, 3 4 1  5 6, 6 2 8  
L a k e  Si n ai  vi r u s  3 — C A- 2  6 1 9 5  9 8. 8  1 0 / 3 8  2, 4 7 4, 9 1 9  4 5, 5 5 4  5 9, 9 2 5  

L a k e  Si n ai  vi r u s  4  6 1 2 2  9 5. 9  9 / 3 8  1, 8 3 8, 9 3 8  3 5, 4 9 2  4 5, 0 5 7  
L a k e  Si n ai  vi r u s  9  6 0 1 3  8 3. 7  1 / 3 8  3, 9 0 0, 0 0 5  9 0, 0 9 6  9 7, 2 8 9  

s a c b r o o d  vi r u s  8 8 3 1  9 9. 5  6 / 3 8  3 6 7, 8 6 2  5 3 7 9  6 2 4 8  
T o b a c c o  ri n g s p ot  vi r u s  R N A 1  7 1 4 5  9 6. 0  3 / 3 8  1 5, 9 5 2  2 7 0  3 3 5  
T o b a c c o  ri n g s p ot  vi r u s  R N A 2  3 5 6 5  9 5. 1  1 / 3 8  9 1 1 0  3 0 8  3 8 3  

V a r r o a  d e st r u ct o r  vi r u s  3  3 9 9 4  9 6. 8  0 / 3 8  3 0 6  1 0  1 1  
V a r r o a  d e st r u ct o r  vi r u s  9  1 5 1 2  9 0. 0  0 / 3 8  4 7 5  1 3  4 7  

V a r r o a  
o rt h o m y x o vi r u s 1 — gl y c o p r ot ei n  

1 6 7 9  9 9. 3  1 / 3 8  1 2, 6 9 0  9 2 4  1 1 3 4  

V a r r o a  o rt h o m y x o vi r u s 1 — N P  1 4 9 5  9 9. 2  1 / 3 8  5 1 2 6  4 1 9  5 1 4  
V a r r o a  o rt h o m y x o vi r u s 1 — P B 2  2 3 4 2  9 9. 1  1 / 3 8  4 9 1 7  2 5 7  3 1 5  

V a r r o a  t y m o-li k e vi r u s  6 1 8 6  9 4. 2  1 / 3 8  3 0 6 2  5 7  7 4  

3. 4.  Ne w  L a ke  Si n ai  Vir us  a n d  A c ute  Bee  P ar al ysis  Vir us  Vari a nts  Dis c o vere d  

T w o  n e w  vi r u s  s e q u e n c e  v a ri a nt s,  a c ut e  b e e  p a r al y si s  vi r u s  C A- 2 0 2 2  ( A B P V- C A-

2 2,  P X 7 2 6 3 1 1)  a n d  L a k e  Si n ai  vi r u s- 9  ( L S V- 9, P X 7 2 6 3 1 0),  w e r e  i d e nti f e d i n b e e k e e pi n g  

o p e r ati o n  C,  w hi c h  e x p e ri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  d e cli n e s  (i. e., 4 4 %)  o v e r  t h e c o u r s e  of  

t hi s st u d y  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fil e  S 1).  S p e ci f c all y,  A B P V- C A- 2 0 2 2  w a s  a b u n d a nt  

i n s e q u e n ci n g  li b r a r y 2 4,  w hi c h  r e p r e s e nt e d  s e v e n  c ol o ni e s  i n b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  C  

s a m pl e d  i n N o v e m b e r  2 0 2 2.  T hi s  A B P V  v a ri a nt  w a s  9 0. 8 %  i d e nti c al t o A B P V  i s ol at e 

N o 1 1 _ A m 0 2 9- XJ 2 0 1 8  ( G e n B a n k M Z 8 2 1 7 8 1),  wit h  n u cl e oti d e  diff e r e n c e s  e v e nl y  di st ri b ut e d  

a c r o s s  t h e 9 6 6 0  nt  g e n o m e  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e  S 1).  A  t ot al of  3 8 8 3  F P K M  

i n t hi s li b r a r y w a s  a s si g n e d  t o A B P V- C A- 2 0 2 2  ( r e p r e s e nti n g a  c o v e r a g e  of  5 1 6 8 × ). Al b eit  

i n l o w e r a b u n d a n c e  ( 2 0 1 F P K M),  t hi s A B P V  v a ri a nt  w a s  d et e ct e d  i n s e q u e n c e  li b r a ri e s 

3 0  a n d  3 2,  r e p r e s e nti n g  ni n e  c ol o ni e s  s a m pl e d  i n A u g u st  2 0 2 2  f r o m b e e k e e pi n g  o p e r a -
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ti o n D,  w hi c h  e x p e ri e n c e d  5 1 %  b e e  p o p ul ati o n  l o s s d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d.  I nt e r-

e sti n gl y,  A B P V- C A- 2 0 2 2  w a s  a b u n d a nt  ( 4 1 0 4 F P K M)  i n a  li b r a r y g e n e r at e d  f r o m ei g ht  

c ol o ni e s  s a m pl e d  i n 2 0 2 2  f r o m a  M o nt a n a- b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  t h at e x p e ri e n c e d  

hi g h  c ol o n y  l o s s e s. D et e cti o n  a c r o s s  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  a n d  st at e s  s u g g e st s  t hi s v a ri a nt  

i s g e o g r a p hi c all y  wi d e s p r e a d.  

A  n e w  m e m b e r  of  t h e L a k e  Si n ai  vi r u s  g r o u p,  L S V- 9,  w a s  t h e m o st  a b u n d a nt  vi r u s  

( 9 0, 0 9 3 F P K M)  i n li b r a r y 2 1  ( 5 4. 2 % of  t ot al r e a d s).  T hi s  li b r a r y r e p r e s e nt e d  t h r e e c ol o ni e s  

i n b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  C  s a m pl e d  i n S e pt e m b e r  2 0 2 2.  T hi s  o p e r ati o n  e x p e ri e n c e d  hi g h  

a v e r a g e  p o p ul ati o n  d e cli n e  ( 4 4 %) o v e r  t h e c o u r s e  of  t h e st u d y.  H o w e v e r,  L S V- 9  w a s  n ot  

d et e ct e d  i n li b r a ri e s m a d e  f r o m t h e s a m e  c ol o ni e s  s a m pl e d  at  l at e r d at e s  ( N o v e m b e r 2 0 2 2  

a n d  J a n u a r y 2 0 2 3;  li b r a ri e s 2 5  a n d  2 8).  L S V- 9  w a s  8 3. 7 %  i d e nti c al t o L S V- 8  G o r y e o n g  

( G e n B a n k O R 4 9 6 4 9 5)  at  t h e n u cl e oti d e  l e v el, a n d  t h e v a ri ati o n  w a s  e v e nl y  di st ri b ut e d  

a c r o s s  t h e 6, 0 1 4  nt  g e n o m e  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e  S 2).  T h e  L S V- 9  R d R p,  c a p si d,  

a n d  n o n st r u ct u r al  p ol y p r ot ei n  a mi n o  a ci d  s e q u e n c e s  s h a r e d  9 0. 4 %,  9 5. 4 %,  a n d  8 7. 1 %  a mi n o  

a ci d  i d e ntit y, r e s p e cti v el y,  wit h  L S V- 8  G o r y e o n g.  

3. 5.  Si x  A b u n d a nt  P ut ati ve  Ne w  Vir us  Se q ue n ces  Were  I de nti fe d, I n cl u di n g T hree  Ne w  
Wi des pre a d  P artiti vir us-li ke  Se q ue n ces  

T h e  s a m pl e  p r o c e s si n g,  R N A  s e q u e n ci n g,  a n d  bi oi nf o r m ati c  a n al y s e s  utili z e d  i n t hi s 

st u d y  f a cilit at e d i d e nti f c ati o n of  n e w  p ut ati v e  vi r u s  s e q u e n c e s.  Aft e r  d e  n o v o  a s s e m bl y  u s -

i n g S P A d e s,  p ut ati v e  vi r al  c o nti g s  w e r e  i d e nti f e d b y  B L A S T x  a n d  H M M s c a n  a g ai n st  t h e R ef-

s e q  vi r u s  p r ot ei n  d at a b a s e  ( r el e a s e 2 3 1)  a n d  V O G D B  ( v 2 2 7), r e s p e cti v el y  [9 1 – 9 3 ,1 0 3 ]. Aft e r  

m a n u al  c u r ati o n  t o r e m o v e  f al s e p o siti v e s  a n d  g e n o m e  f r a g m e nt s, a p p r o xi m at el y  2 6  c o nti g s  

r e p r e s e nti n g  p ut ati v e  n e w  vi r u s e s  o r  vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  w e r e  i d e nti f e d (S u p pl e m e nt a r y  

M at e ri al s,  T a bl e  S 1 4).  T h e s e  s e q u e n c e s  s h a r e d  l e s s t h a n 7 0 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y wit h  k n o w n  

vi r u s e s.  O nl y  si x  of  t h e s e p ut ati v e  n e w  vi r u s  s e q u e n c e s  h a d  m o r e  t h a n 1 0 0 0  r e a d s  i n a  si n gl e  

s e q u e n ci n g  li b r a r y. Of  t h e t h r e e l e s s a b u n d a nt  s e q u e n c e s,  o n e  i s a  p ut ati v e  pl a nt  vi r u s  

wit h  h o m ol o g y  t o a  vi r u s  i n t h e S ol e m o vi ri d a e  f a mil y, s h a ri n g  5 4. 3 %  nt  i d e ntit y t o s o y b e a n  

y ell o w  c o m m o n  m o s ai c  vi r u s  ( L C 3 3 2 5 4 2). D u e  t o d et e cti o n  i n a  S o ut h e r n  C alif o r ni a- b a s e d  

b e e k e e pi n g  o p e r ati o n,  t hi s p ut ati v e  vi r u s  w a s  n a m e d  “ S o ut h e r n  C alif o r ni a  s o b e m o vi r u s  1 ”  

( P X 7 2 6 3 1 9). T h e  s e c o n d  i s a  p ut ati v e  pl a nt  vi r u s  wit h  h o m ol o g y  t o a  vi r u s  i n t h e P ot e x vi ri -

d a e  f a mil y, s h a ri n g  6 5. 1 %  nt  i d e ntit y t o Al st r o m e ri a  vi r u s  X  ( N C _ 0 0 7 4 0 8) [1 0 4 ]. A s  t hi s 

s e q u e n c e  w a s  d et e ct e d  i n t w o N o rt h e r n  C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s,  t hi s p ut a -

ti v e vi r u s  w a s  n a m e d  “ N o rt h e r n  C alif o r ni a  p ot e x vi r u s  1 ”  ( P X 7 2 6 3 1 9). T h e  t hi r d w a s  si mil a r  

t o a n  u n cl a s si f e d  vi r u s  i d e nti f e d i n m o s q uit o e s  ( 5 8. 7 % nt  i d e ntit y) a n d  a  di ci st r o vi r u s  

i d e nti f e d i n a p hi d s,  A p hi s  gl y ci n e s  vi r u s  3  ( R d R p 3 0. 3 %  a a  i d e ntit y) [1 0 5 ,1 0 6 ]. A s  t hi s 

s e q u e n c e  w a s  d et e ct e d  i n a  S o ut h e r n  C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n,  t hi s p ut ati v e  

vi r u s  w a s  n a m e d  “ S o ut h e r n  C alif o r ni a  di ci st r o vi r u s  1 ”  ( P X 7 2 6 3 1 9). T h e  a b u n d a n c e  of  

t h e s e s e q u e n c e s  w a s  r el ati v el y  l o w; c o m bi n e d  r e a d s  r e p r e s e nt e d  0. 0 1 %  of  t ot al r e a d s,  a n d  

a b u n d a n c e  w a s  o nl y  6 9 1  F P K M  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 4).  

I n c o nt r a st,  t h r e e n e w  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  w e r e  p r e v al e nt  a n d  a b u n d a nt.  T h e s e  

s e q u e n c e s  w e r e  n a m e d  A pi s  m ellif e r a- a s s o ci at e d  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  1  ( A m P V L C- 1, 

P X 7 2 6 3 0 7),  A pi s  m ellif e r a- a s s o ci at e d  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  2  ( A m P V L C- 2, P X 7 2 6 3 0 8),  

a n d  A pi s  m ellif e r a- a s s o ci at e d  p a rtiti vi r u s-li k e  R d R p  1  ( A m P V L R- 1, P X 7 2 6 3 0 9)  ( Fi g u r e 3 , 

S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Fil e  S 1).  T h e  A m P V L C- 1  s e q u e n c e  i s 1 3 9 9  nt  l o n g a n d  e n c o d e s  

a n  o p e n  r e a di n g  f r a m e ( O R F) t h at i s 2 3 4  a mi n o  a ci d s  ( a a) a n d  m o st  si mil a r  t o T a r si g e r  

c y a n u r u s  C R E S S- D N A- vi r u s  c o at  p r ot ei n  ( U ni P r ot A 0 A 4 Y 5 Q K V 2)  ( e- v al u e 2. 8  ×  1 0 − 8 ). 

T h e  A m P V L C- 2  s e q u e n c e  i s 1 4 7 2  nt  l o n g a n d  e n c o d e s  a n  O R F  of  3 9 9  a a  t h at i s m o st  si mil a r  

t o O s u g o r o s hi  u n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  ( U ni P r ot A 0 A 7 R 7 T 2 0 3)  ( e- v al u e 2. 5  ×  1 0 − 1 1 ) [1 0 7 ]. 

T h e  A m P V L R- 1  s e q u e n c e  i s 1 3 9 8  nt  l o n g a n d  e n c o d e s  a n  O R F  of  4 2 5  a a,  w hi c h  i s h o m ol -

o g o u s  t o t h e Ri pi v a n b  vi r u s  R d R p  ( G e n B a n k W Z H 5 9 0 8 3. 1)  ( 5 1. 3 3 % a a  i d e ntit y, B L A S T x  
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e- v al u e  =  2. 0  ×  1 0 − 1 4 7 ) ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  T a bl e  S 1 7)  [1 0 8 ]. S a n g e r  s e q u e n ci n g  

of  a n  ~ 5 0 0  nt  r e gi o n  of  e a c h  of  t h e s e s e q u e n c e s  v e ri f e d  t h e a s s e m bl e d  s e q u e n c e s  ( > 9 9 % 

n u cl e oti d e  i d e ntit y) ( Fi g u r e 3 ). T h e s e  s e q u e n c e s  h a d  v e r y  hi g h  c o v e r a g e  i n p o siti v e  s e -

q u e n ci n g  li b r a ri e s ( T a bl e 1 , S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e  S 1 5).  T h e s e  s e q u e n c e s  w e r e  

m o st  si mil a r  t o v a ri o u s  p a rtiti vi r u s e s,  w hi c h  a r e  vi r u s e s  c o m p ri s e d  of  m ulti p a rtit e  d s R N A  

g e n o m e s  c a p a bl e  of  i nf e cti n g a ni m al s,  pl a nt s,  a n d  f u n gi [1 0 9 ]. Si n c e  A m P V L C- 1,  A m P V L C -

2,  a n d  A m P V L R- 1  s e q u e n c e s  di d  n ot  al w a y s  c o- o c c u r,  t h e y a r e  n ot  li k el y c o m p o n e nt s  of  a  

m ulti p a rtit e  p a rtiti vi r u s  g e n o m e.  

Fi g ur e  3.  N e w  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  i d e nti f e d i n h o n e y  b e e s.  S c h e m ati c s  of  t h e t h r e e p a rtiti vi r u s -

li k e s e q u e n c e s  i d e nti f e d i n h o n e y  b e e  s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s;  

r e a d  d e pt h  ill u st r at e d b y  bl u e  s h a d e d  r e gi o n  a b o v e  e a c h  s e q u e n c e.  T h e  a v e r a g e  c o v e r a g e  of  A pi s  

m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  R d R p  1  ( A m P V L R- 1), A pi s  m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  1  ( A m P V L C- 1), 

a n d  A pi s  m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  2  ( A m P V L C- 2) a c r o s s  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s w a s  5 0, 9 6 3 × , 

8 0, 3 6 3 × , a n d  8 7, 0 8 8 × , r e s p e cti v el y.  O p e n- r e a di n g-f r a m e s- e n c o di n g- p r e di ct e d  p r ot ei n s  ( b a s e d o n  

h o m ol o g y)  a r e  a n n ot at e d  b el o w  t h e s e q u e n c e s,  wit h  A m P V L R- 1  e n c o di n g  a  p ut ati v e  R N A- d e p e n d e nt  

R N A  p ol y m e r a s e  ( R d R p), a n d  A m P V L C- 1  a n d  A m P V L C- 2  e n c o di n g  p ut ati v e  c a p si d  p r ot ei n s.  S a n g e r  

s e q u e n ci n g  w a s  u s e d  t o v ali d at e  t h e a s s e m bli e s.  S e q u e n c e d  r e gi o n s  ( g r a y b a r s)  s h a r e d  > 9 9 %  n u -

cl e oti d e  i d e ntit y wit h  t h e a s s e m bl e d  s e q u e n c e s  ( c ol o r e d li n e s i n di c at e n u cl e oti d e  mi s m at c h e s).  

3. 6.  H u bei  P artiti-li ke  Vir us  3 4  a n d  A pis  mellifer a  Ass o ci ate d  P artiti-li ke  Vir us  1  Were  Prese nt  a n d  
A b u n d a nt  A cr oss  All  Bee kee pi n g  O per ati o ns  

I n a d diti o n,  t w o p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s-li k e  s e g m e nt s,  A pi s  m ellif e r a  

p a rtiti-li k e  vi r u s  1  ( A m P L V 1) a n d  H u b ei  p a rtiti-li k e  vi r u s  3 4  ( H P L V- 3 4), p r e vi o u sl y  d e -

t e ct e d i n h o n e y  b e e  s a m pl e s,  w e r e  p r e v al e nt  a n d  a b u n d a nt  i n t h e s a m pl e  c o h o rt s  of  t hi s 

st u d y  [6 9 ,7 0 ,1 0 2 ,1 1 0 ]. T h e  g e n o m e  s e g m e nt s  a r e  1 4 5 6  nt  a n d  1 4 7 5  nt  l o n g, r e s p e cti v el y,  

a n d  e a c h  c o nt ai n s  o n e  m aj o r  O R F  e n c o di n g  a  p ut ati v e  R d R p  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  

Fi g u r e  S 3 ). T h e s e  t w o p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s  s e q u e n c e s  a n d  t h e t h r e e p a rti -

ti vi r u s e s i d e nti f e d i n t hi s st u d y  ( A pi s m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  1  ( A m P V L C- 1), 

A pi s  m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  c a p si d  2  ( A m P V L C- 2), a n d  A pi s  m ellif e r a  p a rtiti vi r u s-li k e  

R N A- d e p e n d e nt  R N A  p ol y m e r a s e  1  ( A m P V L R- 1)) w e r e  d et e ct e d  i n c ol o n y-l e v el  s a m pl e s  

o bt ai n e d  f r o m all  f o u r C alif o r ni a- b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  at  all  s a m pl e  d at e s,  a s  w ell  

a s  i n s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  i n W a s hi n gt o n  a n d  M o nt a n a,  s u g g e sti n g  a  wi d e s p r e a d  di st ri b u -

ti o n. S e v e nt e e n  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s ( 4 4. 7 % of  t ot al li b r a ri e s) w e r e  p o siti v e  f o r at  l e a st o n e  
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of  t h e s e p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s.  P a rtiti vi r u s  s e q u e n c e s  w e r e  hi g hl y  a b u n d a nt  i n t h e s e 

p o siti v e  li b r a ri e s, wit h  a n  a v e r a g e  t ot al p a rtiti vi r u s  s e q u e n c e  a b u n d a n c e  of  1, 7 7 1, 6 7 8  F P K M  

( T a bl e 1 , S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  T a bl e  S 1 5).  P a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  c o m p ri s e d  2 7 %  of  

t ot al vi r al  F P K M  a c r o s s  all  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s ( 3 0, 1 2 9, 8 5 0 of  1 1 1, 5 3 5, 8 6 8  t ot al vi r al  F P K M).  

3. 7.  C orrel ati o n  of  P artiti vir us-li ke  Se q ue n ces  

Si n c e  p artiti vir u s e s  ar e  m ulti- s e g m e nt e d  d s R N A  vir u s e s,  w e  e x a mi n e d  p ot e nti al  c orr el a -

ti o n s b et w e e n  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  A m P V L R- 1,  A m P L V 1,  a n d  H P L V- 3 4  t o a s s e s s  w h et h er  

t h e s e s e q u e n c e s  c o m pri s e  a  m ulti p artit e  vir al  g e n o m e.  T h e  a b u n d a n c e  ( F P K M) of  A m P V L C- 1  

a n d  A m P V L C- 2  ( R2  =  0. 9 9,  p  = 2  ×  1 0 − 1 6 ), H P L V- 3 4  a n d  A m P V L C- 2  ( R2  =  0. 8 9,  p  = 2  ×  1 0 − 1 6 ), 

H P L V- 3 4  a n d  A m P V L C- 1  ( R2  =  0. 8 9,  p  = 2  ×  1 0 − 1 6 ), a n d  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4  

( R2  =  0. 9 9,  p  = 2  ×  1 0 − 1 6 ) w er e  p o siti v el y  c orr el at e d  a cr o s s  s e q u e n ci n g  li br ari e s ( S p e ar m a n’ s 

c orr el ati o n)  ( S u p pl e m e nt ar y M at eri al s,  Fi g ur e  S 4).  I n a d diti o n,  p artiti vir u s  pr e s e n c e  at  t h e 

c ol o n y  l e v el ( n =  1 0  b e e s)  w a s  e x a mi n e d  u si n g  P C R.  C ol o ni e s  t h at c o m pri s e d  li br ari e s t h at h a d  

hi g h  p artiti vir u s  a b u n d a n c e  (> 5 0 0, 0 0 0  r e a d s  ali g n e d)  w er e  s cr e e n e d.  S p e cifi c all y,  4 6 %  ( 1 9 / 4 1) of  

c ol o ni e s  w er e  p o siti v e  f or A m P V L C- 2,  3 7 %  ( 1 5 / 4 1) w er e  p o siti v e  f or A m P V L C- 1,  4 1 %  ( 1 7 / 4 1) 

w er e  p o siti v e  f or A m P V L R- 1,  2 2 %  w er e  p o siti v e  f or A m P L V 1  ( 9 / 4 1), a n d  9 0 %  w er e  p o siti v e  f or 

H P L V- 3 4  ( 3 7 / 4 1) ( S u p pl e m e nt ar y M at eri al s,  Fi g ur e  S 5,  S u p pl e m e nt ar y  M at eri al s,  Ta bl e  S 1 8).  

T h e  pr e s e n c e  of  A m P V L C- 2,  A m P V L C- 1,  a n d  H P L V- 3 4  w a s  c orr el at e d  at  t h e c ol o n y  l e v el, wit h  

r e a dil y  d et e ct a bl e  P C R  pr o d u ct s  f or all  t hr e e s e q u e n c e s  i n 1 5  of  t h e 4 1  c ol o n y-l e v el  s a m pl e s  

e x a mi n e d  ( S u p pl e m e nt ar y M at eri al s,  Fi g ur e  S 5).  

T o  f u rt h e r s u p p o rt  t h e s e o b s e r v ati o n s,  q u a ntit ati v e  P C R  ( q P C R) w a s  p e rf o r m e d  o n  

a  r e p r e s e nt ati v e  s u b s et  of  c ol o n y-l e v el  s a m pl e s  t o a s s e s s  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  

H P L V- 3 4  a b u n d a n c e.  Q u a ntit ati v e  a n al y s e s  r e v e al e d  c o r r el ati o n s  b et w e e n  A m P V L C- 1,  

A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4  ( R2  =  0. 9 7,  p  <  2. 2  ×  1 0 − 1 6  f o r t h e c o r r el ati o n  b et w e e n  A m P V L C- 1  

a n d  A m P V L C- 2,  R 2  =  0. 9 3,  p  <  2. 2  ×  1 0 − 1 6  f o r t h e c o r r el ati o n  b et w e e n  A m P V L C 1  a n d  

H P L V- 3 4,  R 2  =  0. 9 5,  p  <  2. 2  ×  1 0 − 1 6  f o r t h e c o r r el ati o n  b et w e e n  A m P V L C- 2  a n d  H P L V -

3 4,  a n d  R 2  =  0. 9 7  f o r t h e c o r r el ati o n  b et w e e n  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4)  

( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e  S 6).  T h e s e  r e s ult s  s u g g e st  t h at A m P V L C- 2,  A m P V L C- 1,  

a n d  H P L V- 3 4  c o m p ri s e  t h r e e s e g m e nt s  of  a  si n gl e  p a rtiti vi r u s  g e n o m e.  H o w e v e r,  a d diti o n al  

a n al y s e s  a r e  r e q ui r e d  t o v ali d at e  t hi s h y p ot h e si s.  

I n a d diti o n,  t w o u n cl a s si f e d  c o nti g s  c o r r el at e d  wit h  p a rtiti vi r u s  s e q u e n c e  a b u n d a n c e.  

T h e  t w o u n cl a s si f e d  c o nti g s  (i. e., hi g hl y  a b u n d a nt  u n k n o w n  c o nti g  1,  P X 7 2 6 3 2  a n d  hi g hl y  

a b u n d a nt  u n k n o w n  c o nti g  2,  P X 7 2 6 3 2 3)  w e r e  p r e v al e nt  a n d  a b u n d a nt  i n s a m pl e s  f r o m all  

f o u r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  at  all  s a m pl e  d at e s;  t h e y a c c o u nt e d  f o r 4. 3 8 %  of  all  s e q u e n ci n g  

r e a d s.  W hil e  t h ei r ~ 1. 4  k b  l e n gt h a n d  p r e di ct e d  O R F s  s u g g e st  t h e y m a y  r e p r e s e nt  p a rtiti -

li k e vi r u s  s e q u e n c e s,  h o m ol o g y- b a s e d  s e a r c h e s  yi el d e d  n o  si g ni f c a nt  r e s ult s.  U n k n o w n  

hi g hl y  a b u n d a nt  c o nti g  1  w a s  c o r r el at e d  wit h  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4  

(R 2  =  0. 8 1,  0. 5 6,  a n d  0. 1 7,  p  = 2  ×  1 0 − 1 6 , 7. 6  ×  1 0 − 9 , a n d  0. 0 0 6 3,  r e s p e cti v el y,  S p e a r m a n’ s  

c o r r el ati o n).  U n k n o w n  hi g hl y  a b u n d a nt  c o nti g  2  w a s  c o r r el at e d  wit h  A m P V L R- 1  a n d  

A m P L V 1  ( R2  =  0. 9 2  a n d  0. 5 0,  p  =  ~ 2  ×  1 0 − 1 6  a n d  1. 2  ×  1 0 − 7 , r e s p e cti v el y,  S p e a r m a n’ s  

c o r r el ati o n)  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e  S 7).  It i s p o s si bl e  t h e s e c o nti g s  a r e  di v e r g e nt  

p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  e n c o di n g  u n k n o w n  p r ot ei n  p r o d u ct s.  T h ei r  c o r r el ati o n  wit h  

t h e ot h e r  i d e nti f e d p a rtiti- vi r u s  li k e s e q u e n c e s  s u g g e st s  t h e y m a y  c o m p ri s e  a d diti o n al  

s e g m e nt s  of  t h e s a m e  p a rtiti vi r u s  g e n o m e.  

3. 8.  Se q ue n ci n g  Li br aries  Re prese nti n g  C ol o nies  T h at  Die d  D uri n g  t he M o nit ori n g  Peri o d  
H ar b ore d  Gre ater  Vir us  A b u n d a n ce  

Vir al  r e a d s  (r e pr e s e nti n g pr e vi o u sl y  c h ar a ct eri z e d  vir u s e s,  u n d e s cri b e d  vir u s e s,  a n d  

p artiti vir u s-li k e  s e q u e n c e s)  c o m pri s e d  a  gr e at er  pr o p orti o n  of  r e a d s  i n li br ari e s r e pr e s e nti n g  

c ol o ni e s  t h at di e d  d uri n g  t h e m o nit ori n g  p eri o d  or  e x p eri e n c e d  p o p ul ati o n  d e cli n e s.  S p e cifi -
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c all y,  4 4 %  of  r e a d s  w er e  vir al  i n s e q u e n ci n g  li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d uri n g  t h e 

m o nit ori n g  p eri o d  ( n =  6)  a n d  2 4 %  of  r e a d s  w er e  vir al  i n li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at 

e x p eri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s ( n =  1 9).  Of  t h e li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  

d uri n g  t h e m o nit ori n g  p eri o d,  a v er a g e  vir al  a b u n d a n c e  w a s  2 4 5, 8 6 2  F P K M . A v er a g e  vir u s  

a b u n d a n c e  w a s  9 5, 8 9 2  F P K M  i n li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at s uff er e d  hi g h  p o p ul ati o n  

l o s s e s ( Fi g ur e s 2  a n d  4 A).  C o n v er s el y,  t h e pr o p orti o n  of  vir al  r e a d s  i n li br ari e s r e pr e s e nti n g  

c ol o ni e s  wit h  st a bl e  p o p ul ati o n s  ( 1 6 % of  r e a d s,  n  =  9  li br ari e s) or  c ol o ni e s  t h at e x p eri e n c e d  

p o p ul ati o n  d e cli n e s  a n d  t h e n r e c o v er y  ( 8 % of  r e a d s,  n  =  4  li br ari e s) w a s  l o w er. Si mil arl y,  

li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  h ar b or e d  l o w er a v er a g e  vir u s  a b u n d a n c e  (5 9, 5 4 4  F P K M ). Li -

br ari e s  g e n er at e d  fr o m s a m pl e s  fr o m c ol o ni e s  t h at e x p eri e n c e d  p o p ul ati o n  d e cli n e s  t h at 

s u b s e q u e ntl y  r e c o v er e d  h a d  a n  a v er a g e  vir al  a b u n d a n c e  of  9 9 5 7  F P K M.  Vir u s  a b u n d a n c e  

w a s  gr e at er  i n li br ari e s r e pr e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d uri n g  t h e m o nit ori n g  p eri o d  t h a n i n 

c ol o ni e s  m ai nt ai ni n g  st a bl e  p o p ul ati o n s  (p  =  0. 0 3 4)  or  c ol o ni e s  t h at r e c o v er e d  aft er  p o p ul ati o n  

d e cli n e s  (p  =  0. 0 3 0,  D u n n’ s  Te st  wit h  B o nf err o ni  c orr e cti o n)  ( Fi g ur e 4 A).  

Fi g ur e  4.  Vi r u s  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e st u d y.  

(A ) T ot al  vi r u s  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e s a m pli n g  

p e ri o d  r el ati v e  t o h e alt h y  c ol o ni e s,  w hi c h  h a d  p o p ul ati o n s  t h at w e r e  st a bl e  o r  i n c r e a s e d (p  =  0. 0 3 4)  o r  

t h o s e t h at e x p e ri e n c e d  i niti al p o p ul ati o n  d e cli n e s,  b ut  s u b s e q u e ntl y  r e c o v e r e d  ( d e cli n e d / r e c o v e r e d) 

(p  =  0. 0 3 0).  Li b r a ri e s  g e n e r at e d  f r o m h e alt h y  c ol o ni e s  h a d  a n  a v e r a g e  of  5 9, 5 4 4  vi r al  F P K M,  li b r a ri e s 

g e n e r at e d  f r o m c ol o ni e s  t h at d e cli n e d  a n d  r e c o v e r e d  h a d  a n  a v e r a g e  a b u n d a n c e  of  9 9 5 7  vi r al  F P K M,  

w h e r e a s  li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at s uff e r e d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s h a d  a n  a v e r a g e  vi r u s  

a b u n d a n c e  of  9 5, 8 9 2  F P K M  a n d  li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e st u d y  h a d  a n  

a v e r a g e  of  2 4 5, 8 6 2  vi r al  F P K M.  (B ) T ot al  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s 

r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e s a m pli n g  p e ri o d  r el ati v e  t o t h o s e t h at e x p e ri e n c e d  i niti al 

p o p ul ati o n  d e cli n e s  b ut  s u b s e q u e ntl y  r e c o v e r e d  ( d e cli n e d / r e c o v e r e d) (p  =  0. 0 3 8).  Li b r a ri e s  g e n e r at e d  

f r o m c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e st u d y  h a d  a n  a v e r a g e  p a rtiti vi r u s-li k e  a b u n d a n c e  of  1 7 8, 5 2 2  F P K M , 

w h e r e a s  li b r a ri e s g e n e r at e d  f r o m c ol o ni e s  t h at e x p e ri e n c e d  p o p ul ati o n  d e cli n e s  b ut  r e c o v e r e d  h a d  

v e r y  l o w l e v el s of  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  ( a v e r a g e 3 8  F P K M).  Li b r a ri e s  g e n e r at e d  f r o m h e alt h y  

c ol o ni e s  h a d  a n  a v e r a g e  of  3 8, 0 6 1  F P K M  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  a b u n d a n c e  a n d  li b r a ri e s g e n e r at e d  

f r o m c ol o ni e s  t h at s uff e r e d  hi g h  p o p ul ati o n  d e cli n e s  h a d  a n  a v e r a g e  vi r u s  a b u n d a n c e  of  6 2, 0 4 3  F P K M.  

P a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  c o m p ri s e d  t h e m aj o rit y  of  vi r al  r e a d s  i n li b r a ri e s r e p r e -

s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  o r  e x p e ri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  

l o s s e s ( 6 9 % a n d  6 7 %  of  t ot al vi r al  F P K M,  r e s p e cti v el y).  T h e s e  p r o p o rti o n s  w e r e  g r e at e r  

t h a n t h o s e f r o m li b r a ri e s wit h  st a bl e  p o p ul ati o n s  ( 5 8 % of  F P K M)  a n d  t h o s e t h at r e c o v e r e d  
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aft e r  p o p ul ati o n  d e cli n e  ( < 1 % of  vi r al  F P K M)  ( Fi g u r e s 4 B  a n d  5 ). Li b r a ri e s  r e p r e s e nti n g  

c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  h a d  g r e at e r  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  

a b u n d a n c e  r el ati v e  t o li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at e x p e ri e n c e d  i niti al p o p ul ati o n  

d e cli n e s  a n d  t h e n r e c o v e r e d  (p  =  0. 0 3 8,  D u n n’ s  Te st  wit h  B o nf e r r o ni  c o r r e cti o n).  P a rtiti vi r u s -

li k e s e q u e n c e  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r,  b ut  n ot  si g ni f c a ntl y  s o,  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  

c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  r el ati v e  t o t h o s e r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at 

di d  n ot  e x p e ri e n c e  p o p ul ati o n  d e cli n e  (p  =  0. 0 6 9,  D u n n’ s  Te st  wit h  B o nf e r r o ni  c o r r e cti o n)  

( Fi g u r e s 4 B  a n d  5 ). 

Fi g ur e  5.  O v e r vi e w  of  vi r u s  s e q u e n c e  c o m p o siti o n  i n li b r a ri e s c h a r a ct e ri z e d  b y  p o p ul ati o n  d y n a mi c s.  

T h e  p r o p o rti o n  of  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  ( y ell o w d ott e d)  c o m p a r e d  t o t h e p r o p o rti o n  of  r e a d s  

t h at ali g n  t o all  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  b e e  a n d / o r  mit e  vi r u s e s  ( bl u e g ri d).  S e q u e n ci n g  li b r a ri e s a r e  

l a b el e d b y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  ( A, B,  C,  a n d  D)  a n d  s a m pl e  m o nt h  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  

T a bl e s  S 1 – S 4).  M o st  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s h a d  hi g h  p r o p o rti o n s  of  p a rti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s,  i n cl u di n g 

li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e st u d y  ( 6 9. 3 %), li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at 

h a d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s ( 6 7. 1 %), a n d  li b r a ri e s g e n e r at e d  f r o m h e alt h y  c ol o ni e s  ( 5 8. 0 %). W h e r e a s,  

li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at e x p e ri e n c e d  p o p ul ati o n  d e cli n e  a n d  t h e n r e c o v e r e d  h a r b o r e d  a  

l o w p r o p o rti o n  of  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  ( 0. 2 % of  t ot al vi r al  F P K M).  

3. 9.  Li br aries  Re prese nti n g  C ol o nies  wit h  Hi g h  Varr o a  destr u ct or  Mite  I nfest ati o n H a d  Hi g her  
D W V  Le vels  

Li b r a ri e s  r e p r e s e nti n g  s a m pl e s  f r o m h o n e y  b e e  c ol o ni e s  wit h  hi g h  l e v el s of  V.  destr u ct  

mit e s  ( n =  5),  o r  li b r a ri e s f r o m s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  aft e r  hi g h  mit e  l e v el s ( p o st-

hi g h  mit e)  ( n =  5)  h a d  a n  a v e r a g e  of  2 9. 4 3 %  a n d  3 4. 6 %  vi r u s  r e a d s,  r e s p e cti v el y.  T h e s e  

p e r c e nt a g e s  w e r e  g r e at e r  t h a n t h o s e o b s e r v e d  f r o m li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at 

h a d  l o w mit e  l e v el s ( n =  1 2)  ( 2 0. 0 %). T h e  a b u n d a n c e  of  D W V- A  ( F P K M) w a s  si g ni f c a ntl y  

g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  hi g h  mit e  a n d  p o st- hi g h  mit e  s a m pl e s  r el ati v e  t o li b r a ri e s 

r e p r e s e nti n g  l o w mit e  s a m pl e s  (p  =  0. 0 0 1 9  a n d  0. 0 4 5 6,  D u n n’ s  Te st  wit h  B o nf e r r o ni  c o r r e c -

ti o n) ( Fi g u r e 6 ). Si mil a rl y,  D W V- B  a b u n d a n c e  ( F P K M) w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  

hi g h  mit e  a n d  p o st- hi g h  mit e  s a m pl e s  r el ati v e  t o li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  l o w mit e  s a m pl e s  

( D u n n’ s Te st,  p  =  0. 0 1 8 9  a n d  p  =  0. 0 4 7 4,  D u n n’ s  Te st  wit h  B o nf e r r o ni  c o r r e cti o n)  ( Fi g u r e 6 ). 

I m p o rt a ntl y, m o st  D W V- B  a b u n d a n c e  w a s  c o nt ri b ut e d  b y  a  si n gl e  s e q u e n ci n g  li b r a r y f r o m 

p o st- hi g h- mit e  s a m pl e s  ( s e q u e n ci n g li b r a r y 2 9).  
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Fi g ur e  6.  Hi g h e r  D W V  a b u n d a n c e  a s s o ci at e d  wit h  Varr o a  destr u ct or  mit e  i nf e st ati o n. D W V- A  a n d  

D W V- B  a b u n d a n c e  i s g r e at e r  i n li b r a ri e s g e n e r at e d  f r o m s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  wit h  hi g h  V.  destr u ct or  

p r e s s u r e  a n d  s a m pl e s  o bt ai n e d  aft e r  mit e  t r e at m e nt ( p o st- hi g h), r el ati v e  t o li b r a ri e s g e n e r at e d  f r o m 

s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  wit h  l o w V.  destr u ct or  mit e  l e v el. (A ) A v e r a g e  D W V- A  a b u n d a n c e  a c r o s s  

li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  hi g h  V.  destr u ct or , p o st- hi g h  V.  destr u ct or , a n d  l o w V.  destr u ct or  s a m pl e s  w a s  

3 4 6 0  F P K M,  7 7 0  F P K M,  a n d  3 9  F P K M,  r e s p e cti v el y.  (B ) A v e r a g e  D W V- B  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e st  

i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  aft e r  V.  destr u ct or  mit e  p r e s s u r e  ( 3 8, 1 4 7 F P K M),  

f oll o w e d b y  li b r a ri e s f r o m c ol o ni e s  wit h  hi g h  V.  destr u ct or  mit e  p r e s s u r e  ( 1 2, 3 2 4 F P K M)  a n d  li b r a ri e s 

r e p r e s e nti n g  s a m pl e s  f r o m c ol o ni e s  wit h  l o w mit e  p r e s s u r e  ( 8 7 9 F P K M).  

3. 1 0.  Differe n ces  I n Vir us  A b u n d a n ce  a n d  C o m p ositi o n  b y  Assess me nt  Ti me p oi nt  

A v e r a g e  D W V- B  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n J a n u a r y 2 0 2 3  ( 1 7, 4 2 4 F P K M)  r el ati v e  t o 

A u g u st / S e pt e m b e r  2 0 2 2  ( 4, 4 8 5 F P K M)  a n d  N o v e m b e r  ( 4, 0 7 1 F P K M).  T h e  L S V- 2  v a ri a nt s,  

L S V- 9,  A m P L V 1,  a n d  A m P V L R- 1,  w e r e  m o r e  a b u n d a nt  at  e a rli e r  s a m pli n g  e v e nt s  ( A u-

g u st / S e pt e m b e r  a n d  N o v e m b e r  2 0 2 2)  r el ati v e  t o J a n u a r y 2 0 2 3.  E x c e pt  f o r L S V- 2- C A- 3,  

t h e s e vi r u s e s  w e r e  vi rt u all y  u n d et e ct e d  i n J a n u a r y, d e s pit e  r el ati v el y  st a bl e  a b u n d a n c e  

f r o m A u g u st / S e pt e m b e r  t o N o v e m b e r.  Fi n all y,  A m P L V 1  a n d  A m P V L R- 1  a b u n d a n c e s  

( F P K M) w e r e  g r e at e r  i n A u g u st / S e pt e m b e r  r el ati v e  t o J a n u a r y ( D u n n’ s t e st, p  =  0. 0 1 8 6  a n d  

0. 0 0 5 8,  r e s p e cti v el y)  ( S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s,  Fi g u r e s  S 8 – S 1 0).  T h e s e  f n di n g s  a r e  i n li n e 

wit h  p ri o r  C alif o r ni a  b a s e d  c ol o n y  m o nit o ri n g  s u r v e y s  t h at f o u n d vi r u s  a b u n d a n c e  v a ri e d  

b y  s e a s o n  a n d  t h at D W V  a b u n d a n c e  p e a k e d  i n f all [7 9 ]. Si n c e  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  

a b u d a n c e  c o r r el at e d  wit h  c ol o n y  d e at h,  a p p a r e nt  s e a s o n alit y  m a y  r e f e ct  t h at c ol o ni e s  t h at 

di e d  b ef o r e  J a n u a r y w e r e  n ot  s a m pl e d  t h at m o nt h.  I n a d diti o n,  t h et r e n d i n a b u n d a n c e  

a c r o s s  t h e s a m pli n g  ti m e p oi nt w a s  n ot  r e f e ct e d  i n e a c h  i n di vi d u al li b r a r y. F o r  e x a m pl e,  

L S V- 9  w a s  o nl y  d et e ct e d  i n a  si n gl e  li b r a r y r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  s a m pl e d  i n A u g u st.  T h u s,  

c o n cl u si o n s  b a s e d  o n  a v e r a g e  d at a  m a y  b e  i n a c c u r at e. 

3. 1 1.  I n di vi d u al Se q ue n ci n g  Li br aries  Are  N ot  E q u all y  Re prese nte d  b y  A ver a ge  Gr o u p  Vir us  
C o m p ositi o n  a n d  A b u n d a n ce  

T h e  a v e r a g e  vi r u s  c o m p o siti o n  a n d  a b u n d a n c e  f o r a  gi v e n  c at e g o r y  (i. e., hi g h  p o p u -

l ati o n l o s s) i s n ot  r e p r e s e nt ati v e  of  all  i n di vi d u al s e q u e n ci n g  li b r a ri e s. F o r  e x a m pl e,  t h e 

a v e r a g e  vi r u s  a b u n d a n c e  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  h o n e y  b e e  c ol o ni e s  wit h  hi g h  p o p ul ati o n  

l o s s e s w a s  9 1, 5 2 8  F P K M,  a n d  t h e f v e  m o st  a b u n d a nt  vi r u s  s e q u e n c e s  w e r e  D W V- B,  L S V -

2- C A- 1,  A m P V L C- 2,  A m P V L C- 1,  a n d  A m P V L R- 1.  H o w e v e r,  si x  of  t h e ni n et e e n  ( 3 1. 6 %) 

li b r a ri e s i n t hi s c at e g o r y  h a d  l o w vi r u s  l e v el s ( < 1 0, 0 0 0 vi r al  F P K M),  a n d  o nl y  a  f e w li b r a ri e s 

c o nt ri b ut e d  m o st  of  t h e vi r u s  s e q u e n c e s  ( Fi g u r e 7 ). F o r  e x a m pl e,  m o st  of  t h e D W V- B  
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a b u n d a n c e  w a s  c o nt ri b ut e d  b y  a  si n gl e  li b r a r y (i. e., li b r a r y 2 9).  I n s o m e  c a s e s,  a  si n gl e  

li b r a r y c o nt ri b ut e d  n e a rl y  all  r e a d s  f o r a  gi v e n  vi r u s  (i. e., li b r a r y 2 1  c o nt ri b uti n g  9 9 %  of  

L S V- 9  a b u n d a n c e).  T h u s,  e v e n  a m o n g  c ol o ni e s  wit h  t h e s a m e  u n d e rl yi n g  c h a r a ct e ri sti c s,  

s u c h  a s  m a n a g e m e nt  b y  t h e s a m e  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n,  si mil a r  i n c r e a s e s a n d / o r  d e c r e a s e s  

i n p o p ul ati o n,  a n d  V.  destr u ct or  p r e s s u r e,  vi r u s  c o m p o siti o n  a n d  a b u n d a n c e  v a ri e d.  Of  t h e 

3 8  li b r a ri e s, 1 5  h a r b o r e d  l o w vi r u s  a b u n d a n c e  ( < 1 0, 0 0 0 vi r al  F P K M  t ot al). T h e  f v e  li b r a ri e s 

wit h  hi g h e st  vi r u s  a b u n d a n c e  c o nt ri b ut e d  ~ 4 2. 9 %  of  t ot al vi r u s  a b u n d a n c e.  T h u s,  g r o u p  

a v e r a g e s  w e r e  d o mi n at e d  b y  r e a d s  f r o m a  f e w hi g hl y  a b u n d a nt  li b r a ri e s. 

Fi g ur e  7.  I n di vi d u al s e q u e n ci n g  li b r a ri e s a r e  n ot  e q u all y  r e p r e s e nt e d  b y  a v e r a g e  c at e g o ri c al  vi r u s  

c o m p o siti o n  a n d  a b u n d a n c e.  T h e  f v e  m o st  a b u n d a nt  vi r u s e s  f o r e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y r e p r e s e nti n g  

h o n e y  b e e  c ol o ni e s  t h at e x p e ri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s a r e  g r a p h e d  i n di vi d u all y ( n =  1 9),  wit h  

p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  i n y ell o w  s h a d e s  a n d  u n a s si g n e d  r e a d s  i n g r a y  ( s m all b a r  c h a rt s).  T h e  

a v e r a g e  vi r u s  c o m p o siti o n  a c r o s s  all  t h e s e li b r a ri e s ill u st r at e s hi g h  r el ati v e  a b u n d a n c e  of  D W V -

B,  L S V- 2- C A 2,  a n d  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  (l a r g e b a r  c h a rt).  C o m p a ri s o n  of  t h e t o p f v e  m o st  

a b u n d a nt  vi r u s e s  i n t h e g r a p h  r e p r e s e nti n g  t h e a v e r a g e  r e v e al s  t h at n ot  all  i n di vi d u al s e q u e n ci n g  

li b r a ri e s a r e  e q u all y  r e p r e s e nt e d.  

4.  Di s c u s si o n  

P a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s,  w hi c h  w e r e  d et e ct e d  i n h o n e y  b e e  s a m pl e s  f r o m f o u r 

C alif o r ni a  b a s e d  mi g r at o r y  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  i n 2 0 2 2 – 2 0 2 3,  w e r e  hi g hl y  a b u n d a nt  

(i. e., p r e s e nt  i n 4 4 %  of  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s). T h r e e  of  t h e s e s e q u e n c e s  w e r e  p r e vi o u sl y  

u n d e s c ri b e d  ( A m P V L C- 1, A m P V L C- 2,  a n d  A m P V L R- 1),  w hil e  t w o h a d  b e e n  d e s c ri b e d  

a n d  d et e ct e d  i n h o n e y  b e e s  ( H P L V- 3 4 a n d  A m P L V 1)  ( 6 1, 8 7 – 8 9).  I nt e r e sti n gl y, A m P V L C- 2  

(t h e m o st  a b u n d a nt  vi r u s-li k e  s e q u e n c e  i n t hi s st u d y)  w a s  m o st  si mil a r  t o O s u g o r o s hi  

vi r u s,  a  vi r u s  d e s c ri b e d  i n t h e O ri e nt al  t e a t ot ri x m ot h  (H o m o n a  m a g n a ni m a ) t h at c o r r el at e d  

wit h  t h e m al e- killi n g  p h e n ot y p e  i n t hi s s p e ci e s  [1 0 7 ]. H o w e v e r,  h o m ol o g y  w a s  l o w ( 3 % 

q u e r y  c o v e r a g e  wit h  8 4 %  nt  i d e ntit y). P a rtiti vi r u s e s  r e pli c at e  i n n u m e r o u s  i n s e ct s a n d  

n e g ati v el y  i m p a ct t h e ft n e s s  of  D.  bi a uri a , S p o d o pter a  e xe m pt a,  a n d  H.  m a g n a mi n a . I n a d diti o n,  

p a rtiti vi r u s e s  h a v e  al s o  b e e n  a s s o ci at e d  wit h  m al e- killi n g  i n Dr os o p hil a  [1 1 1 ]. 

W hil e  it h a s  n ot  y et  b e e n  s h o w n  t h at t h e y r e pli c at e  i n h o n e y  b e e s,  hi g h  a b u n d a n c e  

a c r o s s  li b r a ri e s s u g g e st s  t h e s e s e q u e n c e s  r e p r e s e nt  s e g m e nt s  of  o n e  o r  m o r e  p a rtiti vi r u s e s  

t h at a r e  c a p a bl e  of  r e pli c ati o n  i n h o n e y  b e e s.  S p e ci f c all y,  si g ni f c a nt  c o r r el ati o n s  b et w e e n  
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A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4  i n di c at e t h e s e t h r e e s e q u e n c e s  m a y  c o m p ri s e  s e g -

m e nt s  of  t h e s a m e  m ulti p a rtit e  p a rtiti vi r u s  g e n o m e,  wit h  H P L V- 3 4  e n c o di n g  t h e R d R p,  

a n d  A m P V L C- 1  a n d  A m P V L C- 2  e n c o di n g  t w o p ut ati v e  c a p si d  p r ot ei n s.  T h e  d et e cti o n  of  

p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  a c r o s s  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  s p a n ni n g  m ulti pl e  st at e s  ( C alif o r-

ni a,  W a s hi n gt o n,  M o nt a n a)  s u g g e st s  t h ei r wi d e  g e o g r a p hi c  r a n g e.  

P a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  m a d e  u p  a  g r e at e r  p r o p o rti o n  of  t ot al vi r al  r e a d s  ( F P K M) 

i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  a n d  c ol o ni e s  

t h at e x p e ri e n c e d  hi g h  p o p ul ati o n  l o s s e s, r el ati v e  t o li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  n ot  

e x p e ri e n ci n g  p o p ul ati o n  l o s s. Si mil a rl y,  t ot al p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  a b u n d a n c e  w a s  

g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e m o nit o ri n g  p e ri o d  r el ati v e  t o 

t h o s e r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at s u r vi v e d.  D u e  t o t h e o b s e r v ati o n al  n at u r e  of  t hi s st u d y,  t h e 

a s s o ci ati o n s  b et w e e n  vi r u s  a b u n d a n c e  a n d  c ol o n y  h e alt h  d o  n ot  n e c e s s a ril y  i n di c at e t h at 

vi r u s e s  a r e  r e s p o n si bl e  f o r c ol o n y  p o p ul ati o n  si z e  o r  m o rt alit y.  F u rt h e r  st u di e s  a r e  r e q ui r e d  

t o e v al u at e  t h e p ot e nti al  i m p a ct of  t h e s e vi r u s e s  o n  h o n e y  b e e  c ol o n y  h e alt h.  W hil e  t h e 

i m p a ct of  p a rtiti vi r u s e s  o n  b e e s  i s u n k n o w n  a n d  n o  o v e rt  m o r p h ol o gi c al  s y m pt o m s  h a v e  

b e e n  a s s o ci at e d  wit h  t h e s e i nf e cti o n s, vi r u s e s  a r e  o bli g at e  i nt r a c ell ul a r p at h o g e n s  t h at 

utili z e  h o st  c ell ul a r  r e s o u r c e s  t o r e pli c at e,  t h e r ef o r e t h e y m a y  b e  e n e r g eti c all y  c o stl y  f o r t h e 

h o st — p a rti c ul a rl y  if i m m u n e r e s p o n s e s  a r e  m o u nt e d.  H o n e y  b e e s  oft e n  h a r b o r  hi g h  vi r u s  

l o a d s i n t h e a b s e n c e  of  o v e rt  m o r p h ol o gi c al  s y m pt o m s  [5 ,3 7 ,7 7 ,7 9 ,1 1 2 ]. I n a p p a r e nt D W V  

i nf e cti o n s i n h o n e y  b e e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o n e g ati v el y  i m p a ct fi g ht  p e rf o r m a n c e  [1 1 3 ,1 1 4 ]. 

At  t h e c ol o n y  l e v el, vi r u s  p r e v al e n c e  a n d  a b u n d a n c e  h a s  al s o  b e e n  c o r r el at e d  wit h  c ol o n y  

l o s s e s [2 8 ,3 7 ,3 8 ,4 6 ,7 9 ,1 1 5 – 1 1 8 ]. T h u s,  it i s p o s si bl e  t h at vi r u s e s,  i n cl u di n g p a rtiti vi r u s e s,  

n e g ati v el y  i m p a ct b e e  h o st s  at  t h e i n di vi d u al b e e  a n d / o r  c ol o n y  l e v el e v e n  i n t h e a b s e n c e  

of  s y m pt o m ati c  i nf e cti o n, t h o u g h a d diti o n al  st u di e s  a r e  r e q ui r e d  t o e v al u at e  t h e p ot e nti al  

i m p a ct of  p a rtiti vi r u s e s  o n  h o n e y  b e e  h e alt h.  

I n a d diti o n  t o t h e s e t h r e e p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s,  a  n e w  m e m b e r  of  t h e L a k e  Si n ai  

vi r u s  g r o u p  ( L S V- 9) a n d  a  s e q u e n c e  v a ri a nt  of  A B P V  ( A B P V- C A- 2 2) w e r e  di s c o v e r e d.  T h e s e  

vi r u s e s  w e r e  d et e ct e d  i n o p e r ati o n s  e x p e ri e n ci n g  hi g h  l o s s e s; t h e r ef o r e, it i s p o s si bl e  t h at 

t h e y c o nt ri b ut e d  t o c ol o n y  d e at h s.  H o w e v e r,  d u e  t o t h e o b s e r v ati o n al  n at u r e  of  t hi s st u d y,  

a d diti o n al  st u di e s  a r e  r e q ui r e d  t o el u ci d at e  t h e p ot e nti al  i m p a ct of  s p e ci f c  vi r u s e s  a n d  

vi r u s  st r ai n s  o n  h o n e y  b e e  h e alt h.  T h e  a s s o ci ati o n  of  A B P V  wit h  hi g h  c ol o n y  l o s s e s i n 2 0 2 5  

m a k e s  t h e di s c o v e r y  of  t hi s A B P V  v a ri a nt  p a rti c ul a rl y  i nt e r e sti n g, a s  t hi s s e q u e n c e  v a ri a nt  

w a s  d et e ct e d  i n C alif o r ni a  a n d  M o nt a n a  [1 1 7 ]. 

T w e nt y-t w o  ot h e r  p ut ati v e  n e w  vi r u s  s e q u e n c e s  o r  s e q u e n c e  f r a g m e nt s w e r e  i d e nti-

f e d,  alt h o u g h  m o st  h a d  r el ati v el y  l o w a b u n d a n c e  ( a c c o u nti n g f o r < 0. 0 0 0 1 5 %  of  s e q u e n ci n g  

r e a d s).  T h e r e  w e r e  t h r e e n e w  p ut ati v e  vi r al  s e q u e n c e s  wit h  > 1 0 0 0  r e a d s  i n a  si n gl e  s e -

q u e n ci n g  li b r a r y. T h e s e  i n cl u d e d t w o p ut ati v e  n e w  pl a nt  vi r u s e s  s h a ri n g  h o m ol o g y  t o 

t h e f a mili e s S ol e m o vi ri d a e  a n d  P ot e x vi ri d a e  a n d  o n e  p ut ati v e  n e w  i n s e ct vi r u s  s h a ri n g  

h o m ol o g y  t o Di ci st r o vi ri d a e.  W hil e  s o m e  pl a nt  vi r u s e s,  s u c h  a s  T o b a c c o  ri n g s p ot  vi r u s  

( T R S V), a r e  c a p a bl e  of  r e pli c ati o n  i n h o n e y  b e e s,  it i s p o s si bl e  t h at t h e r e a d s d et e ct e d  i n 

o u r  st u d y  w e r e  c o nt ri b ut e d  f r o m vi r u s- c o nt a mi n at e d  p oll e n  [5 9 ,1 1 9 ,1 2 0 ]. T h e  d et e cti o n  of  

P ot e x vi ri d a e  a c r o s s  m ulti pl e  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  s u g g e st s  t hi s vi r u s  m a y  h a v e  b r o a d  

g e o g r a p hi c  di st ri b uti o n.  

S e q u e n c e s  r e p r e s e nti n g  c o m m o n  vi r u s e s  a s s e m bl e d  f r o m r e a d s  r e p r e s e nti n g  g e o g r a p h -

i c all y i s ol at e d b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s  w e r e  si mil a r;  m o st  h a d  o v e r  9 7 %  n u cl e oti d e  i d e ntit y. 

N u cl e oti d e  si mil a rit y  of  g r e at e r  t h a n 9 0 %  i s att ri b ut a bl e  t o R N A  di v e r sit y  g e n e r at e d  d u ri n g  

g e n o m e  r e pli c ati o n  [1 2 1 ]. T h u s,  t h e hi g h  d e g r e e  of  n u cl e oti d e  i d e ntit y s u g g e st s  t h e s e 

vi r u s e s  a r e  t h e d o mi n a nt  vi r u s  st r ai n s  c u r r e ntl y  ci r c ul ati n g  i n C alif o r ni a.  

Si n c e  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s w e r e  g r o u p e d  b y  c ol o n y-l e v el  c h a r a ct e ri sti c s,  t h e a v e r a g e  

vi r u s  c o m p o siti o n  a n d  a b u n d a n c e  f o r a  gi v e n  g r o u p  (i. e., hi g h  l o s s c ol o ni e s)  w a s  n ot  
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r e p r e s e nt ati v e  of  all  i n di vi d u al li b r a ri e s i n cl u d e d i n t h at c at e g o r y.  T h u s,  t h e r e s ult s  f r o m t hi s 

st u d y  a n d  f ut u r e s e q u e n ci n g- b a s e d  st u di e s  f o c u s e d o n  vi r o m e  c h a r a ct e ri z ati o n  s h o ul d  b e  

i nt e r p r et e d wit h  c a uti o n,  si n c e  c o n cl u si o n s  d r a w n  f r o m a v e r a g e s  m a y  n ot  b e  r e p r e s e nt ati v e  

of  i n di vi d u al li b r a ri e s; a s s o ci ati o n s  b et w e e n  vi r u s  p r e s e n c e  a n d  a b u n d a n c e  a n d  c ol o n y  

p o p ul ati o n  si z e  a n d / o r  h e alt h  st at u s  d o  n ot  n e c e s s a ril y  i n di c at e c a u s al  r el ati o n s hi p s.  

Li b r a ri e s  g e n e r at e d  f r o m h o n e y  b e e  s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  wit h  hi g h  V.  

destr u ct or  mit e  p r e s s u r e  a n d  s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  aft e r  t h e y e x p e ri e n c e d  hi g h  

mit e  p r e s s u r e  h a d  g r e at e r  D W V- A  a n d  D W V- B  a b u n d a n c e  r el ati v e  t o li b r a ri e s g e n e r at e d  

f r o m s a m pl e s  o bt ai n e d  f r o m c ol o ni e s  wit h  l o w mit e  l e v el s. V.  destr u ct or  mit e s  a r e  r e pli c ati o n-

c o m p et e nt  v e ct o r s  of  D W V  [5 4 ,1 2 2 ], a n d  o u r  r e s ult s  u n d e r s c o r e  t h e i m p o rt a n c e of  mit e-

m e di at e d  D W V  t r a n s mi s si o n a n d  r e v e al  t h at vi r u s  l e v el s r e m ai n  hi g h  aft e r  mit e  i nf e st ati o n 

i s c o nt r oll e d.  

5.  C o n cl u si o n s  

H e r e,  w e  r e p o rt  t h e di s c o v e r y  of  t h r e e n e w  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  t h at a r e  hi g hl y  

a b u n d a nt  a c r o s s  f o u r C alif o r ni a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n s,  a s  w ell  a s  o n e  W a s hi n gt o n  

a n d  o n e  M o nt a n a  b a s e d  b e e k e e pi n g  o p e r ati o n.  A d diti o n all y,  w e  d et e ct e d  t w o a b u n d a nt  

p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  ( H P L V- 3 4 a n d  A m P L V 1)  a n d  1 6  w ell-

c h a r a ct e ri z e d  b e e  a n d / o r  V.  destr u ct or  i nf e cti n g vi r u s e s,  a  n e w  L a k e  Si n ai  vi r u s  ( L S V- 9), a n d  

a  s e q u e n c e  v a ri a nt  of  A B P V  ( A B P V- C A- 2 2). O v e r all,  t ot al vi r u s  a b u n d a n c e  a n d  p a rtiti vi r u s -

li k e s e q u e n c e  a b u n d a n c e  w a s  g r e at e r  i n li b r a ri e s r e p r e s e nti n g  c ol o ni e s  t h at di e d  d u ri n g  t h e 

m o nit o ri n g  p e ri o d.  T h e s e  r e s ult s  f u rt h e r s u p p o rt  t h at vi r u s e s  a r e  a s s o ci at e d  wit h  h o n e y  b e e  

c ol o n y  d e at h s  a n d  i n di c at e t h at f u rt h e r i n v e sti g ati o n s o n  t h e eff e ct s  of  vi r u s e s  o n  i n di vi d u al 

b e e  a n d  c ol o n y  h e alt h  a r e  w a r r a nt e d.  

S u p pl e m e nt ar y  M at eri al s:  T h e  f oll o wi n g s u p p o rti n g  i nf o r m ati o n c a n  b e  d o w nl o a d e d  at:  htt p s:  

/ / w w w. m d pi. c o m / a rti cl e / 1 0. 3 3 9 0 / v 1 8 0 3 0 3 3 4 / s 1 , E x c el  fl e  wit h  s h e et s  c o nt ai ni n g  T a bl e s  S 1 – S 1 8,  

C o m bi n e d  P D F  d o c u m e nt  c o nt ai ni n g  S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Fi g u r e s  S 1 – S 1 0,  S u p pl e m e nt a r y  

M at e ri al s,  Te xt  S 1.  S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  d at a  i n cl u di n g r a w  q P C R  d at a  fl e s,  r a w  o ut p ut s  of  

H M M s c a n,  a n d  r a w  o ut p ut s  of  DI A M O N D  s e a r c h e s  a r e  a v ail a bl e  i n t h e “ S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  

D at a ”  f ol d e r. S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  Fi g u r e  titl e s a r e  li st e d b el o w  f o r r e vi e w:  T a bl e  S 1:  C ol o n y  

l e v el d at a / c h a r a ct e ri sti c s  f o r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  A;  T a bl e  S 2:  C ol o n y  l e v el d at a / c h a r a ct e ri sti c s  

f o r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  B;  T a bl e  S 3:  C ol o n y  l e v el d at a / c h a r a ct e ri sti c s  f o r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  

C;  T a bl e  S 4:  C ol o n y  l e v el d at a / c h a r a ct e ri sti c s  f o r b e e k e e pi n g  o p e r ati o n  D;  T a bl e  S 5:  S u m m a r y  of  

p o oli n g  st r at e g y  (i. e., c ol o ni e s  i n cl u d e d i n e a c h  s e q u e n ci n g  li b r a r y) a n d  i n di vi d u al c ol o n y-l e v el  

c h a r a ct e ri sti c s  f o r e a c h  p o ol e d  s e q u e n ci n g  li b r a r y; T a bl e  S 6:  P ri m e r s  u s e d  i n t hi s st u d y;  T a bl e  S 7:  

R a w  q P C R  d at a  a n d  st a n d a r d  c u r v e s  g e n e r at e d  f o r q u a nti f c ati o n  of  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e  

a b u n d a n c e;  T a bl e  S 8:  Si mil a rit y  of  c o m m o nl y  d et e ct e d  b e e  vi r u s e s  a c r o s s  s e q u e n ci n g  li b r a ri e s; 

T a bl e  S 9:  C o m p a ri s o n  of  m a p pi n g  st ri n g e n c y  s etti n g s  i n HI S A T 2;  T a bl e  S 1 0:  N u m b e r  of  r e a d s  m a p p e d  

u si n g  eit h e r  si n gl e- o r  m ulti- m a p pi n g  e n a bl e d  ( HI S A T 2) t o L S V- 2 / L S V- 3  v a ri a nt s,  a n d  D W V- A / D W V -

B;  T a bl e  S 1 1:  O v e r vi e w  of  r e a d  c o m p o siti o n  p e r  s e q u e n ci n g  li b r a r y; T a bl e  S 1 2:  P r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  

w ell- c h a r a ct e ri z e d  b e e  a n d / o r  V.  destr u ct or  mit e  vi r u s e s  s e q u e n c e d  i n t hi s st u d y;  T a bl e  S 1 3:  Pl a nt  

vi r u s e s  s e q u e n c e d  i n t hi s st u d y;  T a bl e  S 1 4:  U n d e s c ri b e d  vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  s e q u e n c e d  i n t hi s 

st u d y;  T a bl e  S 1 5:  N o r m ali z e d  r e a d  c o u nt  ( F P K M) f o r e a c h  vi r u s  p e r  s e q u e n ci n g  li b r a r y; T a bl e  S 1 6:  

Si mil a rit y  of  t h e L S V- 2  a n d  L S V- 3  v a ri a nt s  s e q u e n c e d  i n t hi s st u d y;  T a bl e  S 1 7:  C h a r a ct e ri z ati o n  

of  t h r e e u n d e s c ri b e d  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e s  s e q u e n c e d  i n t hi s st u d y;  T a bl e  S 1 8:  P r o p o rti o n  

of  i n di vi d u al c ol o ni e s  t h at w e r e  p o siti v e  f o r e a c h  p a rtiti vi r u s-li k e  s e q u e n c e;  Fi g u r e  S 1:  A c ut e  b e e  

p a r al y si s  ( A B P V- C A- 2 2) v a ri a nt;  Fi g u r e  S 2:  L a k e  Si n ai  vi r u s  9;  Fi g u r e  S 3:  P a rtiti vi r u s-li k e  g e n o m e  

s c h e m ati c s;  Fi g u r e  S 4:  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  A m P V L R- 1  a b u n d a n c e  w a s  p o siti v el y  c o r r el at e d  

i n s e q u e n c e  li b r a ri e s; Fi g u r e  S 5:  C o- o c c u r r e n c e  of  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  A m P V L R- 1  at  t h e 

c ol o n y  l e v el; Fi g u r e  S 6:  A b u n d a n c e  of  A m P V L C- 1,  A m P V L C- 2,  a n d  H P L V- 3 4  c o r r el at e s  at  t h e 
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c ol o n y  l e v el; Fi g u r e  S 7:  T w o  u n cl a s si f e d  c o nti g s  c o r r el at e d  wit h  p a rtiti vi r u s  s e q u e n c e  a b u n d a n c e;  

Fi g u r e  S 8:  Vi r u s  a b u n d a n c e  i n s e q u e n ci n g  li b r a ri e s f r o m A u g u st  a n d  S e pt e m b e r  2 0 2 2;  Fi g u r e  S 9:  

Vi r u s  a b u n d a n c e  i n s e q u e n ci n g  li b r a ri e s N o v e m b e r  2 0 2 2;  Fi g u r e  S 1 0:  Vi r u s  a b u n d a n c e  i n s e q u e n ci n g  

li b r a ri e s f r o m J a n u a r y 2 0 2 3;  Te xt  S 1:  D et ail e d  m at e ri al s  a n d  m et h o d s.  

A ut h or  C o ntri b uti o n s:  C o n c e pt u ali z ati o n,  M. L. F.,  B. K. H.  a n d  B. H.J.;  D at a  c u r ati o n,  M. L. F.  a n d  B. H.J.;  

F u n di n g  a c q ui siti o n,  M. L. F.  a n d  B. K. H.;  I n v e sti g ati o n, B. K. H.,  T. R.,  L.J.  a n d  M. L. F.;  M et h o d ol o g y,  

B. K. H.,  T. R.,  L.J.  a n d  M. L. F.;  P r oj e ct  a d mi ni st r ati o n,  M. L. F.;  F o r m al  a n al y si s,  B. H.J.,  L.J.  a n d  M. L. F.;  

R e s o u r c e s,  M. L. F.;  S u p e r vi si o n,  B. K. H.  a n d  M. L. F.;  V ali d ati o n,  B. H.J.,  L.J.  a n d  M. L. F.;  Vi s u ali z ati o n,  

B. H.J.,  L.J.  a n d  M. L. F.;  Writi n g — o ri gi n al  d r aft,  B. H.J.  a n d  M. L. F.;  Writi n g — r e vi e w  a n d  e diti n g,  B. K. H.,  

T. R.,  L.J.  a n d  M. L. F.  All  a ut h o r s  h a v e  r e a d  a n d  a g r e e d  t o t h e p u bli s h e d  v e r si o n  of  t h e m a n u s c ri pt.  

F u n di n g:  T hi s  w o r k  w a s  f u n d e d b y  P r oj e ct  A pis  m . T h e  f u n d e r s h a d  n o  r ol e  i n t h e st u d y  d e si g n,  d at a  

c oll e cti o n  a n d  a n al y si s,  d e ci si o n  t o p u bli s h,  o r  p r e p a r ati o n  of  t h e m a n u s c ri pt.  

I n stit uti o n al  R e vi e w  B o ar d  St at e m e nt:  N ot  a p pli c a bl e.  

I nf or m e d  C o n s e nt  St at e m e nt:  N ot  a p pli c a bl e.  

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e nt:  T h e  m aj o rit y  of  t h e d at a  g e n e r at e d  o r  a n al y z e d  d u ri n g  t hi s st u d y  a r e  

i n cl u d e d i n t hi s p u bli s h e d  a rti cl e  a n d  it s S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al s,  fl e s  ( a v ail a bl e o nli n e).  A d diti o n al  

d at a  a r e  a v ail a bl e  f r o m t h e c o r r e s p o n di n g  a ut h o r  u p o n  r e q u e st,  a n d  s e q u e n c e  d at a  a r e  a v ail a bl e  o n  

G e n B a n k  a n d  t h e N C BI  S e q u e n c e  R e a d  A r c hi v e  ( Bi o P r oj e ct I D P RJ N A 1 3 7 3 3 2 7).  

A c k n o wl e d g m e nt s:  T h e  a ut h o r s  g r at ef ull y  a c k n o wl e d g e  A pi x  Bi o s ci e n c e s  f o r f u n di n g t h e e xt e n si v e  

f el d w o r k  a n d  l a r g e- s c al e s a m pli n g  c a m p ai g n  t h at g e n e r at e d  t h e s a m pl e  r e p o sit o r y  u s e d  i n t hi s st u d y.  
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a n d  f o r g r a nti n g  u s  a c c e s s  t o t h ei r a pi a ri e s  a n d  c ol o ni e s  f o r s a m pl e  c oll e cti o n  a n d  m e m b e r s  of  

M o nt a n a  St at e  U ni v e r sit y  f o r v al u a bl e  f e e d b a c k o n  t hi s m a n u s c ri pt.  

C o n fi ct s  of  I nt er e st:  T h e  a ut h o r s  d e cl a r e  n o  c o n fi ct s  of  i nt e r e st. 
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3 6.  v a n E n g el s d o r p,  D.;  Tr a y n o r,  K. S.;  A n d r e e,  M.;  Li c ht e n b e r g,  E. M.;  C h e n,  Y.;  S a e g e r m a n,  C.;  C o x- F o st e r,  D. L.  C ol o n y  C oll a p s e  

Di s o r d e r  ( C C D) a n d  B e e  A g e  I m p a ct H o n e y  B e e  P at h o p h y si ol o g y.  P L o S  O N E  2 0 1 7 , 1 2 , e 0 1 7 9 5 3 5.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

3 7.  Tr a y n o r,  K. S.;  R e n ni c h,  K.;  F o r s g r e n,  E.;  R o s e,  R.;  P etti s,  J.; K u n k el,  G.;  M a d ell a,  S.;  E v a n s,  J.; L o p e z,  D.;  v a n E n g el s d o r p,  D.  

M ulti y e a r  S u r v e y  T a r g eti n g  Di s e a s e  I n ci d e n c e i n U S  H o n e y  B e e s.  A pi d ol o gie  2 0 1 6 , 4 7 , 3 2 5 – 3 4 7.  [C r o s s R ef ] 

3 8.  N e a r m a n,  A.;  C r a wf o r d,  C. L.;  G u a r n a,  M. M.;  C h a k r a b a rti,  P.;  L e e,  K.;  C o o k,  S.;  Hill,  E.;  S e s h a d ri,  A.;  Sl at e r,  G.;  L a m a s,  Z. S.;  et  al.  

I n si g ht s f r o m U. S.  B e e k e e p e r  Tri a g e  S u r v e y s  F oll o wi n g  U n u s u all y  Hi g h  H o n e y  B e e  C ol o n y  L o s s e s  2 0 2 4 – 2 0 2 5.  S ci.  Tot al  E n vir o n.  

2 0 2 5 , 1 0 0 3 , 1 8 0 6 5 0.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

3 9.  H a r w o o d,  G. P.;  D ol e z al,  A. G.  P e sti ci d e – Vi r u s  I nt e r a cti o n s i n H o n e y  B e e s:  C h all e n g e s  a n d  O p p o rt u niti e s  f o r U n d e r st a n di n g  

D ri v e r s  of  B e e  D e cli n e s.  Vir uses  2 0 2 0 , 1 2 , 5 6 6.  [C r o s s R ef ] 

4 0.  Z h u,  W.;  S c h m e hl,  D. R.;  M ulli n,  C. A.;  F r a zi e r,  J. L. F o u r  C o m m o n  P e sti ci d e s,  T h ei r  Mi xt u r e s  a n d  a  F o r m ul ati o n  S ol v e nt  i n t h e 

Hi v e  E n vi r o n m e nt  H a v e  Hi g h  O r al  T o xi cit y  t o H o n e y  B e e  L a r v a e.  P L o S  O N E  2 0 1 4 , 9 , e 7 7 5 4 7.  [C r o s s R ef ] 

4 1.  S a n d r o c k,  C.;  T a n a di ni,  M.;  T a n a di ni,  L. G.;  F a u s e r- Mi s sli n,  A.;  P ott s,  S. G.;  N e u m a n n,  P.  I m p a ct of  C h r o ni c  N e o ni c oti n oi d  E x p o s u r e  

o n  H o n e y b e e  C ol o n y  P e rf o r m a n c e  a n d  Q u e e n  S u p e r s e d u r e.  P L o S  O N E  2 0 1 4 , 9 , e 1 0 3 5 9 2.  [C r o s s R ef ] 

4 2.  Cl e r m o nt,  A.;  Ei c k e r m a n n,  M.;  K r a u s,  F.;  H off m a n n,  L.;  B e y e r,  M.  C o r r el ati o n s  b et w e e n  L a n d  C o v e r s  a n d  H o n e y  B e e  C ol o n y  

L o s s e s  i n a  C o u nt r y  wit h  I n d u st ri ali z e d a n d  R u r al  R e gi o n s.  S ci.  Tot al  E n vir o n.  2 0 1 5 , 5 3 2 , 1 – 1 3.  [C r o s s R ef ] 

4 3.  E v a n s,  J. D.; S c h w a r z,  R. S.  B e e s  B r o u g ht  t o T h ei r  K n e e s:  Mi c r o b e s  Aff e cti n g  H o n e y  B e e  H e alt h.  Tre n ds  Mi cr o bi ol.  2 0 1 1 , 1 9 , 6 1 4 – 6 2 0.  

[C r o s s R ef ] 

4 4.  Hi g h f el d,  A. C.;  El  N a g a r,  A.;  M a c ki n d e r,  L. C. M.;  N o ël,  L. M.- L.J.;  H all,  M.J.;  M a rti n,  S.J.;  S c h r o e d e r,  D. C.  D ef o r m e d  Wi n g  Vi r u s  

I m pli c at e d i n O v e r wi nt e ri n g  H o n e y b e e  C ol o n y  L o s s e s.  A p pl.  E n vir o n.  Mi cr o bi ol.  2 0 0 9 , 7 5 , 7 2 1 2 – 7 2 2 0.  [C r o s s R ef ] 

4 5.  G r o zi n g e r,  C. M.;  Fl e n ni k e n,  M. L.  B e e  Vi r u s e s:  E c ol o g y,  P at h o g e ni cit y,  a n d  I m p a ct s. A n n u.  Re v.  E nt o m ol.  2 0 1 9 , 6 4 , 2 0 5 – 2 2 6.  

[C r o s s R ef ] 

4 6.  M c M e n a mi n,  A.J.;  G e n e r s c h,  E.  H o n e y  B e e  C ol o n y  L o s s e s  a n d  A s s o ci at e d  Vi r u s e s.  C urr.  O pi n.  I nse ct S ci.  2 0 1 5 , 8 , 1 2 1 – 1 2 9.  

[C r o s s R ef ] 

4 7.  P ri s c o,  G. D.;  Z h a n g,  X.;  P e n n a c c hi o,  F.;  C a p ri o,  E.;  Li,  J.; E v a n s,  J. D.; D e G r a n di- H off m a n,  G.;  H a milt o n,  M.;  C h e n,  Y. P.  D y n a mi c s  

of  P e r si st e nt  a n d  A c ut e  D ef o r m e d  Wi n g  Vi r u s  I nf e cti o n s i n H o n e y  B e e s,  A pis  mellifer a . Vir uses  2 0 1 1 , 3 , 2 4 2 5 – 2 4 4 1.  [C r o s s R ef ] 

[P u b M e d ] 

4 8.  R a v o et,  J.; D e  S m et,  L.;  We n s el e e r s,  T.;  D e  G r a af,  D. C.  Ve rti c al  Tr a n s mi s si o n  of  H o n e y  B e e  Vi r u s e s  i n a  B el gi a n  Q u e e n  B r e e di n g  

P r o g r a m.  B M C  Vet.  Res.  2 0 1 5 , 1 1 , 6 1.  [C r o s s R ef ] 

4 9.  Y a ñ e z,  O.;  Pi ot,  N.;  D al m o n,  A.;  D e  Mi r a n d a,  J. R.; C h a nt a w a n n a k ul,  P.;  P a n zi e r a,  D.;  A mi ri,  E.;  S m a g g h e,  G.;  S c h r o e d e r,  D.;  

C h ej a n o v s k y,  N.  B e e  Vi r u s e s:  R o ut e s  of  I nf e cti o n i n H y m e n o pt e r a.  Fr o nt.  Mi cr o bi ol.  2 0 2 0 , 1 1 , 9 4 3.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

5 0.  A mi ri,  E.;  M ei x n e r,  M. D.;  K r y g e r,  P.  D ef o r m e d  Wi n g  Vi r u s  C a n  B e  Tr a n s mitt e d  d u ri n g  N at u r al  M ati n g  i n H o n e y  B e e s  a n d  I nf e ct 

t h e Q u e e n s.  S ci.  Re p.  2 0 1 6 , 6 , 3 3 0 6 5.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

5 1.  P o s a d a- Fl o r e z,  F.;  L a m a s,  Z. S.;  H a wt h o r n e,  D.J.;  C h e n,  Y.;  E v a n s,  J. D.; R y a b o v,  E. V.  P u p al  C a n ni b ali s m  b y  W o r k e r  H o n e y  B e e s  

C o nt ri b ut e s  t o t h e S p r e a d  of  D ef o r m e d  Wi n g  Vi r u s.  S ci.  Re p.  2 0 2 1 , 1 1 , 8 9 8 9.  [C r o s s R ef ] 

5 2.  C h e n,  Y. P.;  P etti s,  J. S.; C olli n s,  A.;  F el dl a uf e r,  M. F.  P r e v al e n c e  a n d  Tr a n s mi s si o n  of  H o n e y b e e  Vi r u s e s.  A p pl.  E n vir o n.  Mi cr o bi ol.  

2 0 0 6 , 7 2 , 6 0 6 – 6 1 1.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

5 3.  D a m a y o,  J. E.; M c K e e,  R. C.;  B u c h m a n n,  G.;  N o rt o n,  A. M.;  A s h e,  A.;  R e m n a nt,  E.J.  Vi r u s  R e pli c ati o n  i n t h e H o n e y  B e e  P a r a sit e,  

Varr o a  destr u ct or . J. Vir ol.  2 0 2 3 , 9 7 , e 0 1 1 4 9- 2 3.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

5 4.  Pi o u,  V.;  S c h u r r,  F.;  D u b oi s,  E.;  V étill a r d,  A.  Tr a n s mi s si o n  of  D ef o r m e d  Wi n g  Vi r u s  b et w e e n  V a r r o a  D e st r u ct o r  F o u n d r e s s e s,  Mit e  

Off s p ri n g  a n d  I nf e st e d H o n e y  B e e s.  P ar asit.  Ve ct ors  2 0 2 2 , 1 5 , 3 3 3.  [C r o s s R ef ] 

5 5.  Al g e r,  S. A.;  B u r n h a m,  P. A.;  B r o d y,  A. K.  Fl o w e r s  a s  Vi r al  H ot  S p ot s:  H o n e y  B e e s  (A pis  mellifer a ) U n e v e nl y  D e p o sit  Vi r u s e s  a c r o s s  

Pl a nt  S p e ci e s.  P L o S  O N E  2 0 1 9 , 1 4 , e 0 2 2 1 8 0 0.  [C r o s s R ef ] 

5 6.  L e vitt,  A. L.;  Si n g h,  R.;  C o x- F o st e r,  D. L.;  R aj ott e,  E.;  H o o v e r,  K.;  O sti g u y,  N.;  H ol m e s,  E. C.  C r o s s- S p e ci e s  Tr a n s mi s si o n  of  H o n e y  

B e e  Vi r u s e s  i n A s s o ci at e d  A rt h r o p o d s.  Vir us  Res.  2 0 1 3 , 1 7 6 , 2 3 2 – 2 4 0.  [C r o s s R ef ] 

5 7.  B u r n h a m,  P. A.;  Al g e r,  S. A.;  C a s e,  B.;  B o n c ri sti a ni,  H.;  H é b e rt- D uf r e s n e,  L.;  B r o d y,  A. K.  Fl o w e r s  a s  Di rt y  D o o r k n o b s:  D ef o r m e d  

Wi n g  Vi r u s  Tr a n s mitt e d  b et w e e n  A pis  mellifer a  a n d  B o m b us  i m p atie ns t h r o u g h S h a r e d  Fl o w e r s.  J. A p pl.  E c ol.  2 0 2 1 , 5 8 , 2 0 6 5 – 2 0 7 4.  

[C r o s s R ef ] 

5 8.  M a z z ei,  M.;  C a r r o z z a,  M. L.;  L ui si,  E.;  F o r z a n,  M.;  Gi u sti,  M.;  S a g o n a,  S.;  T ol a ri,  F.;  F eli ci oli,  A.  I nf e cti vit y of  D W V  A s s o ci at e d  t o 

Fl o w e r  P oll e n:  E x p e ri m e nt al  E vi d e n c e  of  a  H o ri z o nt al  Tr a n s mi s si o n  R o ut e.  P L o S  O N E  2 0 1 4 , 9 , e 1 1 3 4 4 8.  [C r o s s R ef ] 

5 9.  Si n g h,  R.;  L e vitt,  A. L.;  R aj ott e,  E. G.;  H ol m e s,  E. C.;  O sti g u y,  N.;  v a n  E n g el s d o r p,  D.;  Li p ki n,  W.I.;  d e  P a m p hili s,  C. W.;  T ot h,  A. L.;  

C o x- F o st e r,  D. L.  R N A  Vi r u s e s  i n H y m e n o pt e r a n  P olli n at o r s:  E vi d e n c e  of  I nt e r- T a x a Vi r u s  Tr a n s mi s si o n  vi a  P oll e n  a n d  P ot e nti al  

I m p a ct o n  N o n- A pi s  H y m e n o pt e r a n  S p e ci e s.  P L o S  O N E  2 0 1 0 , 5 , e 1 4 3 5 7.  [C r o s s R ef ] 

6 0.  D ol e z al,  A. G.;  H e n d ri x,  S. D.;  S c a v o,  N. A.;  C a r rill o- Tri p p,  J.; H a r ri s,  M. A.;  W h e el o c k,  M.J.;  O’ N e al,  M. E.;  T ot h,  A. L.  H o n e y  B e e  

Vi r u s e s  i n Wil d  B e e s:  Vi r al  P r e v al e n c e,  L o a d s,  a n d  E x p e ri m e nt al  I n o c ul ati o n. P L o S  O N E  2 0 1 6 , 1 1 , e 0 1 6 6 1 9 0.  [C r o s s R ef ] 
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6 1.  D a u g h e n b a u g h,  K. F.;  K a h n o nit c h,  I.; C a r e y,  C. C.;  M c M e n a mi n,  A.J.;  Wi e g a n d,  T.;  E r e z,  T.;  A r ki n,  N.;  R o s s,  B.;  Wi e d e n h eft,  

B.;  S a d e h,  A.;  et  al.  M et at r a n s c ri pt o m e  A n al y si s  of  S y m p at ri c  B e e  S p e ci e s  I d e nti f e s B e e  Vi r u s  V a ri a nt s  a n d  a  N e w  Vi r u s,  

A n d r e n a- A s s o ci at e d  B e e  Vi r u s- 1.  Vir uses  2 0 2 1 , 1 3 , 2 9 1.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

6 2.  R y a b o v,  E. V.;  N e a r m a n,  A.J.;  N e s s a,  A.;  G r u b b s,  K.;  S all m a n n,  B.;  F a h e y,  R.;  Wil s o n,  M. E.;  R e n ni c h,  K. D.;  St ei n h a u e r,  N.;  F a u v el,  

A. M.;  et  al.  A pis  mellifer a  S oli n vi vi r u s- 1,  a  N o v el  H o n e y  B e e  Vi r u s  T h at  R e m ai n e d  U n d et e ct e d  f o r o v e r  a  D e c a d e,  I s Wi d e s p r e a d  i n 

t h e U S A.  Vir uses  2 0 2 3 , 1 5 , 1 5 9 7.  [C r o s s R ef ] 

6 3.  R e m n a nt,  E.J.;  S hi,  M.;  B u c h m a n n,  G.;  Bl a c q ui è r e,  T.;  H ol m e s,  E. C.;  B e e k m a n,  M.;  A s h e,  A.  A  Di v e r s e  R a n g e  of  N o v el  R N A  

Vi r u s e s  i n G e o g r a p hi c all y  Di sti n ct  H o n e y  B e e  P o p ul ati o n s.  J. Vir ol.  2 0 1 7 , 9 1 , 1 0- 1 1 2 8.  [C r o s s R ef ] 

6 4.  K a dl e č k o v á,  D.;  S al á k o v á,  M.;  E r b a n,  T.;  T a c h e z y,  R.  Di s c o v e r y  a n d  C h a r a ct e ri z ati o n  of  N o v el  D N A  Vi r u s e s  i n A pis  mellifer a : 

E x p a n di n g  t h e H o n e y  B e e  Vi r o m e  t h r o u g h M et a g e n o mi c  A n al y si s.  m S yste ms  2 0 2 4 , 9 , e 0 0 0 8 8- 2 4.  [C r o s s R ef ] 

6 5.  M c M e n a mi n,  A.J.;  Fl e n ni k e n,  M. L.  R e c e ntl y  I d e nti f e d B e e  Vi r u s e s  a n d  T h ei r  I m p a ct o n  B e e  P olli n at o r s.  C urr.  O pi n.  I nse ct S ci.  

2 0 1 8 , 2 6 , 1 2 0 – 1 2 9.  [C r o s s R ef ] 

6 6.  C o x- F o st e r,  D. L.;  C o nl a n,  S.;  H ol m e s,  E. C.;  P al a ci o s,  G.;  E v a n s,  J. D.; M o r a n,  N. A.;  Q u a n,  P.- L.;  B ri e s e,  T.;  H o r ni g,  M.;  G ei s e r,  D. M.;  

et  al.  A  M et a g e n o mi c  S u r v e y  of  Mi c r o b e s  i n H o n e y  B e e  C ol o n y  C oll a p s e  Di s o r d e r.  S cie n ce  2 0 0 7 , 3 1 8 , 2 8 3 – 2 8 7.  [C r o s s R ef ] 

6 7.  Wei,  R.;  C a o,  L.;  F e n g,  Y.;  C h e n,  Y.;  C h e n,  G.;  Z h e n g,  H.  S a c b r o o d  Vi r u s:  A  G r o wi n g  T h r e at  t o H o n e y b e e s  a n d  Wil d  P olli n at o r s.  

Vir uses  2 0 2 2 , 1 4 , 1 8 7 1.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

6 8.  G u s a c h e n k o,  O. N.;  W o o df o r d,  L.;  B al bi r ni e- C u m mi n g,  K.;  R y a b o v,  E. V.;  E v a n s,  D.J.  E vi d e n c e  f o r a n d  a g ai n st  D ef o r m e d  Wi n g  

Vi r u s  S pill o v e r  f r o m H o n e y  B e e s  t o B u m bl e  B e e s:  A  R e v e r s e  G e n eti c  A n al y si s.  S ci.  Re p.  2 0 2 0 , 1 0 , 1 6 8 4 7.  [C r o s s R ef ] [P u b M e d ] 

6 9.  G al b r ait h,  D. A.;  F ull e r,  Z. L.;  R a y,  A. M.;  B r o c k m a n n,  A.;  F r a zi e r,  M.;  Gi k u n g u,  M. W.;  M a rti n e z,  J. F.I.; K a p h ei m,  K. M.;  K e r b y,  J. T.; 

K o c h e r,  S. D.;  et  al.  I n v e sti g ati n g t h e Vi r al  E c ol o g y  of  Gl o b al  B e e  C o m m u niti e s  wit h  Hi g h- T h r o u g h p ut  M et a g e n o mi c s.  S ci.  Re p.  

2 0 1 8 , 8 , 8 8 7 9.  [C r o s s R ef ] 

7 0.  R a y,  A. M.;  L o p e z,  D. L.;  It u r r al d e M a rti n e z,  J. F.; G al b r ait h,  D. A.;  R o s e,  R.;  V a n  E n g el s d o r p,  D.;  R o s a,  C.;  E v a n s,  J. D.; G r o zi n g e r,  

C. M.  Di st ri b uti o n  of  R e c e ntl y  I d e nti f e d B e e-I nf e cti n g  Vi r u s e s  i n M a n a g e d  H o n e y  B e e  (A pis  mellifer a ) P o p ul ati o n s  i n t h e U S A.  

A pi d ol o gie  2 0 2 0 , 5 1 , 7 3 6 – 7 4 5.  [C r o s s R ef ] 

7 1.  St ei n h a u e r,  N.  U nite d  St ates  H o ne y  Bee  C ol o n y  L osses  2 0 2 2 – 2 0 2 3 ; S o ut h  D a k ot a  N e w s  W at c h:  B r o o ki n g s,  S D,  U S A,  2 0 2 3.  

7 2.  K ul h a n e k,  K.;  B o g a e rt,  J.; F a u v el,  A. M.;  H o p ki n s,  B.;  B o g a e rt,  T.  E n h a n c e d  H o n e y  B e e  C ol o n y  St r e n gt h  a n d  E c o n o mi c  R et u r n s  
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