Fig. S1. Construction of Donor DNA
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Fig. S2. sgRNA efficiency test for Cas9-sgRNA RNP
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Fig S3. Identification of nuclear types. Karyotyping of the transformants using sequence variations in homoaconitase gene and SNPs in OAH gene in genomes of A1 or A2 nucleus,
respectively. The nucleus-specific primer sequences in homoaconitase are shaded in green and yellow for Al .and A2, respectively.

Homoaconitase gene in A1 and A2

A1 GTCGAGGACTAGE———————- RCTGTAACTTACCAT TGATCTTTGACTCATTCCCTGCCCTTCCTCCCACTCGACCAATGCGTCTACCAACAAGATGGGGCCATAGCGGTCCTTTCTTCCTCAGGGGGTTTGCGACGGTGTCGAATACTCCTCGGATACCGCAGACGGTGATTGAA
A2 GTCGACCACTAGCTATAGCACTGTAACTTCTTACCGTTGGTCTTTGACTCACTCCCTGCCCTTCCTCCCACTCGACCAATGCGTCTAGCAACGAGATGGGGCCATAGCGGTCCGTTTCTTCCTCAGGGGTTTTGCGACGGTGTCGAATACTCCTCGGATACCGCAGACGGTGATTGAA
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A2 TCGATAGGTGCTACGAGGATACATAACCCGAAGCAACTCGTCTTCACCCTCGACCACGATGTGCAGAACAAGTCACCTAAGAACTTGTCTAAATACGCTTCGATTGAGGCTTTTGCGCGACAACACGGCGTGGACTTCTACCCTGCCGGACGTGGAATCGGGCATCAAGTCTTGGTC
soorsksorsksokksokokskokokskskokskokoksksoksk ook orsksorksksokskskokokskokskskskokokskoksksokokskokskkokskskokskskoksksokoksoksksokok stk skskoksksokskskokokorsksorokokskskokokskokokskskokokskoksksokoksokoksokokskokokskskokskskoksksoksk otk sokoksoroskskskokskskokskokskoroksoroksorokskokskskskokoskokokskkokok ook
1141 M8 Tf1 Tf2 Tf3 Tf4 Tf5 Tf6 Tf7 Tf8 Tf9 Tf10 Tf11 Tf12 Tf13
Al a4 A1 A1 A1l A1 A1 A1 A1 A1 A1 A1 A1 A1 A1
A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2 A2
forward primer (A1 F/A2 F reverse primer (A R)
A1l TTGATCTTremmrnnerees CGGACGTGGAATCGGGCATCAAG
A2 CCACTAGCTATAGCACTGTAACTTCTTACCGTTGGTCTTx=r==x=====- CGGACGTGGAATCGGGCATCAAG
SNPs in OAH
836 839 866 869
A1 ccgcgaggagttegttacccgeatcecgtgectgecgtcategeacgegattecgatacctggeggetecgactttgtaagegacecgttetgetegettectacattcacgaatgettatcccgtcatecccgtaggtgatcatecgggegaacagacteggece
A2 ccgcgaggaatttgttacccgecatcecgtgectgecgtecatitgegegegattecgatacetggeggetecgactttgtaagegacecgttetgetegettectacattcacgaatgettatcccgtcatecccgtaggtgatcatecgggegaacagacteggece
sorskokokokskokk Kok skekskskkskskokskokokskoskskokskskokskokokskokakokok ok skekskokskskskskekskokoskskokskokokokskekoskskokskskokskokskskskskokskskokskoskskokskokkskokskokskskokskokskokskekskskokskskokskokskokskskokskokskoksksk sk skokskskskskokskokskskskskoksksksksk sk sk okokskokskoskskskskskskkskksksk sk ok ko ok
1116 1126 1144
A1 agccacttggcatggaagaagcccttatccgtctccgectegecgeggacgecaggtgecagacgtgtgettcatcgaaggtgtgegtaatgeggaactectcaccgecacagtecgaggcactcgegeccaggecggtgetegtgaacgtcatctcaggtegg
A2 agccactcggcatggaagaagcccttatccgtctccgectegecgeggacgecaggtgcagacgtgtgettcatcgaaggtgtgegtaatgeggaactectcaccgecacagtegaggcactcgegeccaageecggtgettgtgaacgtcatctcaggegg
sorskokokoksk skkokskskskskskskskskskokskokokskokskokskskokskokskskskskkskokskokokskoskskokskakokskokskskoskskokskokokokskokoskskokskskokokokskokskskokokokokskskskokskokskskskskoskskskokskokskokskokskskokskskokskokskokskskokskokskokskskskskokskokokskokskokok  skskskskskoskskoksk  skekokskokskskokokokokokokoskokskok  kok
1211
A1 cctcactccctecgttcaccacccaggaggctgaggegeteggtgetaaaatcatcagtacgtctettetgetgtcatatttggttatcacgtgatactgaaactgtcctggecagtcttctecgetagtgagecagegtggety
A2 cctcactccctecgttcaccacccaggaggctgaggegetecggtgetaaaatcatcagtacgtetgttetgetgtcatatttggttatcacgtgatactgaaactgtcctggecagtcttctecgetagtgagecagegtggety

skekskskskskokokokskokkkkkokokkkokokokokskokokskokokskkkkkkkkkskskkkokokkokokokokok sk kkkkkkkkokokkokk  skskokokokokokskskokkokokokokskokskskokskskokokokokskskkkkkkkkokokskokokokokokokokokoskskkkkkkskskkkokkokokokkokkokosk ok kkkk sk kkk



Supplementary Fig. S4. Measurements of hyphal number and thickness. Number of hyphae and hyphal width were measured using ImageJ software.
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Supplementary Fig. S5. Coloration of mycelial mats. Mycelia mats were produced in PDB by static culture for 2 weeks at 30°C.
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