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IZVLEČEK
Lastnosti listnih rež, kot sta gostota in velikost, pomembno 
vplivajo na izmenjavo plinov, zato je njihova analiza ključna 
za razumevanje fiziologije rastlin, njihove prilagodljivosti na 
okoljske razmere ter odzivov na podnebne spremembe. Z 
našo raziskavo smo želeli ugotoviti, ali ročne meritve listnih 
rež pri drevesnih sadikah lahko nadomestimo z avtomatizi-
ranimi meritvami, kar bi zaradi prihranka časa močno pove-
čalo število vzorcev, ki jih lahko analiziramo. Pripravili smo 
odtise spodnje povrhnjice z listnimi režami pri sadikah doba 
in gradna z istega rastišča. Na desetih naključno izbranih po-
snetkih preparatov pod 200 x in 400 x povečavo mikroskopa 
za vsako vrsto smo merili število režnih kompleksov ter dol-
žino in širino celic zapiralk ter porusa z ročnimi meritvami v 
programu Image J ter z avtomatiziranimi meritvami v pro-
gramu StoManager1. Rezultate smo statistično ovrednotili. 
Pri meritvah števila režnih kompleksov nismo zasledili stati-
stično značilnih razlik med obema metodama. Bland-Altma-
nova analiza je pokazala dobro ujemanje med ročnimi in av-
tomatiziranimi meritvami. Avtomatizirane meritve so sicer 
rahlo precenile število režnih kompleksov, vendar je bila na-
paka majhna. Pri meritvah velikosti so bile razlike med 
obema metodama meritev statistično značilne, Bland-Altma-
nova analiza pa je pokazala odstopanja med obema metoda-
ma pri večjih razponih velikosti merjenih struktur. Z regre-
sijsko analizo smo ugotovili, da je ujemanje med ročnimi in 
avtomatiziranimi meritvami v velikostnem razredu 20-25 
µm (večjih struktur nismo merili) dokaj zanesljivo, z manjša-
njem velikosti struktur pa upade, najverjetneje zaradi se-
gmentacije slike pri avtomatizirani metodi, pri kateri je za-
znavanje robov manj natančno. Pri majhnih strukturah že 
majhne razlike v segmentaciji privedejo do večjih napak. Po 
drugi strani pa lahko tudi ročne meritve na mikroskopskih 
slikah postanejo vse bolj subjektivne, ko se velikost struktur 
zmanjšuje. Naši rezultati nakazujejo, da so avtomatizirane 
meritve s programom StoManager1 ustrezna nadomestitev 

ABSTRACT
Stomatal traits, such as density and size, significantly influ-
ence gas exchange; therefore, their analysis is essential for un-
derstanding plant physiology, their adaptation to environmen-
tal conditions, and their responses to climate change. The aim 
of this study was to determine whether manual measurements 
of stomata in tree seedlings could be replaced by automated 
measurements, which would substantially increase the num-
ber of samples that can be analysed due to time savings. Epi-
dermal imprints of stomata were prepared from seedlings of 
pedunculate oak and sessile oak growing at the same site. Ten 
randomly selected micrographs of the preparations at 200  × 
and 400 × magnification per species were used to analyse the 
number of stomata as well as the length and width of guard 
cells and stomatal pore, using both manual measurements in 
ImageJ and automated measurements in StoManager1. The re-
sults were statistically evaluated. No statistically significant 
differences between the two methods were found for measure-
ments of stomatal number. Bland–Altman analysis showed 
good agreement between manual and automated measure-
ments. Although the automated method slightly overestimated 
the number of stomata, the error was small. For size measure-
ments, statistically significant differences between the two 
methods were observed, and Bland–Altman analysis revealed 
deviations between the methods at larger size ranges of the 
measured structures. Regression analysis indicated that agree-
ment between manual and automated measurements was rea-
sonably reliable within the size range of 20–25 µm (larger 
structures were not measured), but decreased with decreasing 
structure size, most likely due to image segmentation in the 
automated method and the associated less precise edge detec-
tion. In small structures, even minor segmentation differences 
can lead to larger errors. On the other hand, manual measure-
ments in microscopy images can also become increasingly sub-
jective as the size of structures decreases. Our results suggest 
that automated measurements using StoManager1 represent a 
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1 UVOD

Preučevanje lastnosti listnih rež, kot so velikost, go-
stota in razporeditev, pomembno prispeva k razumeva-
nju fiziologije rastlin, njihovega prilagajanja okoljskim 
razmeram ter odzivov na podnebne spremembe (Yan et 
al. 2017, Thai et al. 2025). Večinoma analize teh lastnosti 
temeljijo na mikroskopskih metodah oz. njihovih izpe-
ljankah (npr. prenosni mikroskopi, 3D zajem intaktnih 
listov) (Eisele et al. 2016, Matthaeus et al. 2020, Liang 
et al. 2022, Pathoumthong et al. 2023). Klasične mikro-
skopske metode temeljijo na izdelavi odtisa listnih rež 
(Wu & Zhao 2017) oz. preiskavi vzorca povrhnjice 
(Ibata et al. 2013). Temu sledi ročno ali polavtomatizira-
no vrednotenje s pomočjo programske opreme, kot je 
npr. Image J (Jayakody et al. 2017), kar pa je zamudno 
delo. Poleg tega metoda ročnega štetja ni povsem pono-
vljiva, saj se je vedno potrebno subjektivno odločiti, kako 
šteti reže na robu, ki niso v celoti zajete na posnetku 
(Fetter et al. 2019). Z metodami strojnega učenja, kot je 
globoko učenje, v zadnjem času prihaja do velikega na-
predka v pospešitvi procesa vrednotenja z avtomatizira-
nim zaznavanjem in meritvami, kar je še posebej dobro-
došlo pri fenotipizaciji (Gibbs & Burgess 2024, Thai et 
al. 2025). Modeli globokega učenja delujejo na treh rav-
neh. Prva raven je zaznavanje struktur, pri kateri pro-
gram zazna listne reže in jih obkroži z okvirjem. Ta raven 
omogoča ugotavljanje števila oz. gostote listnih rež. 
Druga raven je semantična segmentacija, kjer pride do 
klasifikacije posameznih slikovnih točk, kar omogoča 
določitev robov režnega kompleksa, celic zapiralk, poru-
sa,…, ter meritve dimenzij. Tretja raven je instančna se-
gmentacija, kjer pride do identifikacije posameznega re-
žnega kompleksa in struktur povezanih z njim ter izvaja-
nje meritev, povezanih s točno določeno strukturo 
(Gibbs & Burgess 2024). Avtomatizirano zaznavanje 
ima prednost pred ročnim štetjem tudi v ponovljivosti, 
saj imajo algoritmi točno določena vnaprej postavljena 
pravila, na podlagi katerih določeno strukturo opredelijo 
kot listno režo, vključno s štetjem rež ob robovih (Fetter 
et al. 2019). Razvoj novih aplikacij je pogosto usmerjen v 
določeno taksonomsko skupino (npr. koruza (Zhang et 
al. 2022, Yang et al. 2025), soja (Sultana et al. 2021)) in 
za točno določen namen, tako da ta orodja večinoma niso 
ovrednotena za širšo rabo oz. bi potrebovala ustrezne 

Stomatarni aparat oz. režni kompleks so strukture v po-
vrhnjici listov in stebel in iz njih nastalih struktur, zgra-
jene navadno iz dveh celic zapiralk in različnega števila 
celic spremljevalk. Med celicama zapiralkama je shizo-
gena intercelularna stomatarna odprtina ali porus (listna 
reža v ožjem pomenu besede) (Batič et al. 2011). Listne 
reže  predstavljajo ključno mesto izmenjave plinov med 
rastlino in ozračjem. Skozi listne reže v list vstopa oglji-
kov dioksid, potreben za fotosintezo, medtem ko prek 
njih s transpiracijo izhaja vodna para (Yan et al. 2017). 
Velikost odprtine listne reže, porusa, določajo spremem-
be turgorja celic zapiralk, s čimer rastlina uravnava difu-
zijo plinov in vzdržuje stabilno notranje okolje lista 
(Lawson 2009). Regulacija listnih rež je bistvena za pri-
lagoditev rastlin na okoljske razmere. Vključuje kratko-
ročne spremembe odprtosti rež, ki omogočajo odzive na 
razpoložljivost vode, svetlobo, temperaturo, hitrost vetra 
in koncentracijo ogljikovega dioksida ter dolgoročnejše 
prilagoditve, kot so spremembe v gostoti listnih rež (He-
therington & Woodward 2003, Gong et al. 2025). Te 
prilagoditve določajo največjo prevodnost listnih rež ter 
s tem omejujejo izmenjavo plinov glede  na razmere v 
okolju ter signale med koreninami in nadzemnimi deli 
rastline (Gong et al. 2025). Prevodnost listnih rež nepo-
sredno vpliva na fotosintezo, rast in učinkovitost izrabe 
vode (Bertolino et al. 2019). Omejitve v prevodnosti li-
stnih rež lahko zmanjšajo fotosintetsko aktivnost tudi za 
več kot 50 %, hkrati pa predstavljajo prvo linijo obrambe 
pred izsušitvijo (Jezek & Blatt 2017). S pripiranjem oz. 
z zapiranjem listnih rež rastline zmanjšujejo tveganje za 
nastanek embolije v ksilemu in poškodbe zaradi sušnega 
stresa (Jones & Sutherland 1991). Poleg tega listne reže 
vplivajo na temperaturo lista, odpornost na temperatur-
ne ekstreme (Urban et al. 2017) in vstop patogenih orga-
nizmov (Melotto et al. 2006). Na ravni ekosistema 
imajo listne reže ključno vlogo pri kroženju ogljika in 
vode, saj uravnavajo privzem CO₂, t.j. bruto primarno 
proizvodnjo (GPP), in evapotranspiracijo (Haworth et 
al. 2021). Njihove morfološke in funkcionalne značilno-
sti odražajo evolucijske prilagoditve na pretekle okoljske 
razmere in koncentracije CO₂ v ozračju, zato se pogosto 
uporabljajo tudi pri rekonstrukciji preteklih okoljskih 
razmer (Haworth et al. 2021).

ročnih meritev števila oz. gostote režnih kompleksov ter veli-
kosti večjih struktur znotraj režnega kompleksa za izbrane 
drevesne vrste.

Ključne besede: število listnih rež, oblika listnih rež, 
orodja za analizo slike, avtomatizirane meritve, sadike, hrasti, 
Quercus robur, Quercus petraea

suitable alternative to manual measurements of stomatal num-
ber/ density and dimensions of larger structures within the 
stomatal complex for the selected tree species.

Key words: number of leaf stomata, leaf stomata shape, 
image analysis tools, automated measurements, seedlings, 
oaks, Quercus robur, Quercus petraea
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prilagoditve (Gibbs & Burgess 2024). Poleg tega je na-
predek omejen s pomanjkanjem oz. prostim dostopom 
do ročno označenih posnetkov (Gibbs et al. 2021, Gibbs 
& Burgess 2024), ki se uporabljajo za strojno učenje ter z 
nestandardiziranimi postopki v različnih fazah priprave 
slike (Gibbs & Burgess 2024). Večina modelov je še vedno 
omejenih zgolj na zaznavanje struktur, se pravi meritve 
gostote in števila listnih rež (Gibbs & Burgess 2024). 

Za vrednotenje listnih rež v ekologiji oz. ekofiziolo-
giji gozdnega drevja  je obetaven program StoManager1, 
saj je bil v procesu razvoja validiran na obsežnem številu 
listavcev (Wang et al. 2024a). StoManager1 je program, 
ki so ga razvili Wang et al. (2024a, b) in je prosto dosto-
pen v repozitoriju Zenodo na povezavi https://doi.
org/10.5281/zenodo.17856516 (Wang et al. 2023). Sto-
Manager1 deluje po načelu segmentacije slike, s pomo-
čjo katere pridobi koordinate robov strukture, te pa za-
beleži v pravilnem vrstnem redu v smeri urinega kazalca 
oz. v njegovi nasprotni smeri. Okrog oblike nariše ustre-
zno zasukan okvir z najmanjšo možno površino, čemur 
sledi določitev kota, pod katerim je okvir zasukan. 
Potem program poišče centroida režnega kompleksa in 
porusa ter ju uskladi. Porus je v tem primeru definiran 
kot območje znotraj notranjih sten celic zapiralk (Wang 
et al. 2023). Iz dolžine večjega okvira izračuna dolžino 
celic zapiralk, iz dolžine manjšega okvirja dolžino poru-

sa, iz najkrajše dolžine med robom večjega okvirja in 
robom manjšega okvirja širino celic zapiralk, iz razdalje 
med obema daljšima robovoma manjšega okvirja pa ši-
rino porusa. Program StoManager1 podpira formate 
slik ‘jpg’, ‘png’, ‘tif ’, in ‘jpeg’ (Wang et al. 2023). 

Z našo raziskavo smo želeli ovrednotiti program 
StoManager1 (Wang et al. 2023, Wang et al. 2024a, b) 
za uporabo pri avtomatiziranih meritvah listnih rež 
drevesnih sadik doba in gradna in primerjati pridoblje-
ne rezultate z ročnimi meritvami v programu Image J 
(Schneider et al. 2012). Vrednotenje programa za avto-
matizirane meritve listnih rež je bilo del širše raziskave 
v okviru temeljnega projekta ARIS J4-4541, kjer smo 
analizirali funkcionalno-strukturni odziv sadik doba in 
gradna na identične naravne okoljske razmere v nižin-
skem hrastovem sestoju v Krakovskem gozdu med ob-
navljanjem, tj. kritično fazo vzpostavljanja novega 
gozda. Čeprav je Krakovski gozd tipično rastišče doba, v 
zadnjih letih tam redno prihaja do propadanja in odmi-
ranja te vrste hrasta (Gričar et al. 2013, 2014), zato sta 
vrednotenje in primerjava uspevanja doba in gradna na 
tem rastišču ključna za napovedi rastnega potenciala in 
razširjenosti obeh vrst hrasta v prihodnosti. V projektu 
smo primerjali višino, priraščanje, anatomske lastnosti 
lesa in skorje ter lastnosti listnih rež sadik doba in gra-
dna na istem rastišču (Gričar et al., v pripravi). 

2 MATERIAL IN METODE

V začetku decembra 2023 smo v nižinskem Krakovskem 
gozdu (45°54'N, 15°25'E, 150 m n.m) posadili sto dvo oz. 
triletnih sadik doba (Quercus robur L.) in gradna (Quer-
cus petraea (Matt.) Liebl.). Od stotih sadik posamezne 
vrste smo za podrobnejše analize naključno izbrali po 
deset sadik.

Vzorčenje listov in priprava preparatov

V juniju 2025, ko so bili listi popolnoma razviti, smo z 
desetih sadik, pri katerih smo podrobneje spremljali vi-
šinsko in debelinsko priraščanje (Gričar et al., v pri-
pravi), odvzeli pet listov in jih shranili v 70 % etanolu. 
Za pripravo odtisa spodnje povrhnjice z listnimi režami 
(Meister & Bolhàr Nordenkampf 2001) smo liste 
vzeli iz etanola in njihovo površino osušili s papirnato 
brisačo. Na spodnjo povrhnjico smo nanesli tanko plast 
prozornega laka za nohte na sredinskem delu vsakega 
lista med glavnimi listnimi žilami. Ko se je lak posušil, 
smo nanj nalepili prozoren lepilni trak (Scotch) ter trak 
z odtisom nalepili na objektno steklo. Odtise smo foto-

grafirali pri 200 x in 400 x povečavi mikroskopa Leica 
DM 4000 (Leica Microsystems) pod presevno svetlobo. 
Posnetke pod 200 x povečavo smo uporabili za vredno-
tenje števila listnih rež, posnetke pod 400 x povečavo pa 
za natančnejše meritve režnega kompleksa.

Vrednotenje listnih rež ter primerjava rezultatov 

Izmed vseh posnetkov smo s pomočjo “rand” funkcije v 
programu Excel naključno izbrali po deset posnetkov 
spodnje povrhnjice za obe vrsti hrastov pod 200 x pove-
čavo. Na teh posnetkih smo prešteli število režnih kom-
pleksov z orodjem “Multi-point tool” v programu Image 
J (Schneider et al. 2012). Šteli smo samo režne komple-
kse, ki so bili v celoti na posnetku. 

V naslednji fazi smo po enakem postopku naključ-
no izbrali po deset fotografij spodnje povrhnjice doba in 
gradna pod 400 x povečavo. Na teh posnetkih smo izve-
dli ročne meritve dolžine celic zapiralk, širine celic zapi-
ralk ter dolžino in širino porusa v programu ImageJ 
(Schneider et al. 2012). Širino celic zapiralk smo merili 
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od zunanjega roba do pričetka odebeljene notranje ce-
lične stene, saj smo ocenili, da bi bil ta način najbolj pri-
merljiv s StoManager1. 

Iste fotografije smo ovrednotili tudi s programom 
StoManager1 v različici za namestitev na sistem Win-
dows. Pri posnetkih, narejenih pod 200 x povečavo, ki 
so bili namenjeni meritvam števila oz. gostote listnih 
rež, nismo obkljukali možnosti »Segment model using 
trained YOLOv8-seg-x«, ki se uporablja samo v primeru, 
če potrebujemo podrobne meritve velikosti struktur re-
žnega kompleksa. Pri obeh meritvah smo uporabili pri-
vzeto nastavitev praga zaznavanja (angl. confidence tre-
shold for detection), ki znaša 0,25. Pri nižjem pragu za-
znavanja program zazna več listnih rež, pri višjem pragu 
zaznavanja pa manj rež, saj se izločijo zaznave z manjšo 
stopnjo zaupanja (Wang et al. 2024b).

Slika 1: Primerjava ročnih meritev števila režnih kompleksov v 
programu ImageJ z avtomatiziranimi meritvami v StoMana-
ger1 pri dobu in gradnu. Statistično značilnih razlik med 
obema metodama ni bilo (t-test, p > 0,05). Povprečje je prika-
zano s polnim kvadratkom, okvir prikazuje standardno napa-
ko, ročaji standardno deviacijo, krogci pa osamelce, križci pa 
ekstreme. Posamezne meritve so prikazane s trikotniki. 
Figure 1: Comparison of manual measurements of stomatal 
number in ImageJ with automated measurements in StoMan-
ager1 for pedunculate and sessile oak. No statistically signifi-
cant differences were found between the two methods (t-test, p  
> 0.05). The mean is shown by a filled square, the box repre-
sents the standard error, the whiskers indicate the standard 
deviation, circles denote outliers, and crosses indicate extreme 
values. Individual measurements are shown as triangles. 

Statistika

Statistične analize smo opravili v programu Statistica 
(1984-2023, Cloud Software Group, Inc.). Najprej smo 
preverili, ali med vrstama obstajajo statistično značilne 
razlike v številu rež pri obeh metodah. Za to smo upora-
bili enosmerno analizo variance (ANOVA). Enakost vari-
anc smo preverili z Levenovim testom (p > 0.05). Normal-
nost porazdelitve razlik med obema metodama meritve 
smo testirali s Shapiro-Wilkovim testom. Naredili smo t-
-test za odvisne vzorce, s katerim smo preverili, ali so re-
zultati obeh metod primerljivi. Za natančnejše ovredno-
tenje, ali lahko ročno štetje oz. meritve režnega komple-
ksa nadomestimo z avtomatiziranim zaznavanjem, pa 
smo naredili Bland-Altmanovo analizo (Bland & Alt-
man 1986). 

ImageJ
StoManager1
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Število zaznanih režnih kompleksov

Med vrstama ni bilo statistično značilnih razlik v številu 
zaznanih režnih kompleksov, ne z ročnim štetjem 
(F = 0,4815, p = 0,496616) in ne s programom StoMana-
ger1 (F = 0,7247, p = 0,405794), zato smo za primerjavo 
med obema metodama uporabili cel podatkovni niz. 
Shapiro-Wilkov test je pokazal, da vrednosti razlik med 
obema metodama statistično značilno ne odstopajo od 
normalne porazdelitve (W = 0,97015, p = 0,75801). T-test 
za odvisne vzorce je pokazal, da med obema metodama 
meritev števila režnih kompleksov ni bilo statistično 
značilnih razlik ( t = -1,22537, p = 0,235411) (Slika 1). 

Bland-Altmanova analiza (Slika 2) je pokazala pov-
prečno razliko med obema metodama 2,60 režnih kom-
pleksov v korist StoManager1, kar kaže na manjše sis-
temsko odstopanje med obema metodama. Večina vre-
dnosti razlik med obema metodama (19 od 20 vredno-
sti) se je nahajala med obema mejama strinjanja (angl. 
limits of agreement), vrednosti pa so bile enakomerno 
razpršene.  

StoManager1 je v povprečju zaznal večje število 
celih režnih kompleksov na posnetkih (126 ± 19) v pri-
merjavi z ročnim štetjem v ImageJ (124 ± 21), Slika 1. 
Pregled posnetkov z označenimi režnimi kompleksi v 
StoManager1 je pokazal, da StoManager1 kot režni kom-
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Slika 2: Bland-Altmanov diagram za ovrednotenje primerlji-
vosti metod zaznavanja režnih kompleksov pri dobu in gra-
dnu. Sredinska referenčna črta predstavlja povprečje razlik 
med obema metodama, spodnja in zgornja črtkana črta pa 
predstavljata meji strinjanja (angl. limits of agreement) in sta 
izračunani kot povprečje razlik med obema metodama ± 1,96 
x SD. 
Figure 2: Bland–Altman plot for evaluating the agreement 
between methods for stomatal detection in pedunculate and 
sessile oak. The central reference line represents the mean 
difference between the two methods, while the lower and upper 
dashed lines indicate the limits of agreement, calculated as the 
mean difference ± 1.96 × SD.
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Slika 3: Detajl iz posnetka odtisa povrhnjice hrasta z označenimi režnimi kompleksi pri dobu v programu StoManager1 pod 200 x 
povečavo mikroskopa. Napačno identificirane celice so označene z rdečo puščico. 
Figure 3: Detail from an image of an epidermal imprint of pedunculate oak under 200 x magnification with stomata marked in 
the StoManager1 software. Incorrectly identified cells are indicated by a red arrow.

pleks zazna tudi nekatere celice povrhnjice, ki so ovalne 
oblike, na robovih posnetkov pa označi več režnih kom-
pleksov kot celih, čeprav so na posnetku samo deloma, 

kar razloži manjše sistemsko odstopanje te metode od 
ročnih meritev v programu ImageJ (Slika 3). Posamezni 
trihomi niso bili moteči za avtomatizirano analizo.
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Glede na povprečno število preštetih režnih komple-
ksov v programu ImageJ predstavlja navedeno odstopa-
nje v programu StoManager1 zgolj 2,1 % napako, kar po-
meni, da lahko ročno štetje pri dobu in gradnu nadome-
stimo z avtomatiziranim zaznavanjem v programu Sto-
Manager1. To manjše odstopanje bi najverjetneje lahko 
odpravili s povišanjem nastavitve praga zaznavanja, ki je 
bil v našem primeru nastavljen na privzeto vrednost 0,25.

Velikost celic zapiralk in porusa

Najprej smo preverili, ali med vrstama obstajajo stati-
stično značilne razlike v dolžini in širini celic zapiralk 
ter v dolžini in širini porusa pri obeh metodah. ANOVA 
je pokazala statistično značilno razliko med vrstama 
samo za širino celic zapiralk merjeno v Image J 
(F = 5,684, p = 0,0283). Zaradi tega smo vse spremenljiv-

Slika 4: Primerjava ročnih meritev celic zapiralk in porusa v programu ImageJ (črna barva) z avtomatiziranimi meritvami v 
StoManager1 (zelena barva) pri dobu in gradnu. Statistično značilne razlike (t-test za odvisne vzorce) med obema metodama so 
označene z * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,0001. Povprečje je prikazano s polnim kvadratkom, okvir prikazuje standardno napa-
ko, ročaji standardno deviacijo, krogci pa osamelce. Posamezne meritve so prikazane s trikotniki. 
Figure 4: Comparison of manual measurements of guard cells and stomatal pore in the ImageJ program (black) with automated 
measurements in StoManager1 (green) for pedunculate and sessile oak. Statistically significant differences (paired t-test) between 
the two methods are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001. The mean is shown by a filled square, the box represents 
the standard error, the whiskers indicate the standard deviation, and circles denote outliers. Individual measurements are shown 
as triangles.
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ke za nadaljnje analize ohranili ločene po vrstah. T-testi 
za odvisne vzorce so pokazali, da so rezultati obeh 
metod statistično značilno različni za vse spremenljivke 
in obe vrsti (Slika 4). 

Največji razkorak med rezultati obeh meritev smo 
ugotovili za širino porusa (Slika 4), kar je bilo povezano 
s tem, da je program StoManager1 v širino porusa vštel 
tudi notranje odebeljene stene celic zapiralk (Slika 5). 
Na to težavo pri izračunu površine porusa opozarjajo 
tudi Gibbs et al. (2021).

Čeprav so bile absolutne vrednosti med obema me-
todama različne, so avtomatizirane meritve večinoma 
ohranjale razmerja med vrstama, pri čemer pa je potreb-
no poudariti, da je avtomatizirana metoda zmanjševala 
razlike med vrstama (Slika 4). Iz Slike 4 je razvidno tudi, 

zakaj smo z ročnimi meritvami zasledili statistično zna-
čilno razliko v širini celic zapiralk, z avtomatiziranimi 
meritvami pa ne. Raztros avtomatiziranih meritev je bil 
v primeru gradna večji, kar je verjetno povezano s tem, 
da je širina celic zapiralk relativno majhna. V takih pri-
merih lahko pride do tega, da je zaznavanje robov struk-
tur manj natančno, že majhne razlike v segmentaciji pa 
privedejo do večjih napak. To nakazuje na to, da bi lahko 
bila avtomatizirana metoda manj natančna za manjše 
strukture. Bland-Altmanov diagram (Slika 6) je v tem 
primeru pokazal, da so bile majhne strukture z avtoma-
tizirano metodo nekoliko podcenjene, večje pa nekoliko 
precenjene. Ta trend se je pri gradnu pokazal tudi pri me-
ritvah dolžine celic zapiralk (Slika 6), kjer je bil razpon 
izmerjenih vrednosti večji kot pri dobu, kar nakazuje na 

Slika 5: Primer posnetka odtisa povrhnjice gradna z označenimi porusi in celicami zapiralkami v programu StoManager1 pod 
400 x povečavo mikroskopa. Podrobnejši izsek iz slike prikazuje način segmentacije, ki ga uporablja StoManager1. 
Figure 5: Example image of an epidermal imprint of sessile oak with stomatal pores and guard cells marked in the StoManager1 
program at 400× microscope magnification. A detailed inset from the image shows the segmentation method used by StoMan-
ager1.
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Slika 6: Bland-Altmano-
vi diagrami za ovredno-
tenje primerljivosti 
metod merjenja dimenzij 
režnega kompleksa pri 
dobu in gradnu. Sredin-
ska referenčna črta 
predstavlja povprečje 
razlik med obema 
metodama, spodnja in 
zgornja črtkana črta pa 
predstavljata meji 
strinjanja (angl. limits of 
agreement) in sta izraču-
nani kot povprečje razlik 
med obema metodama 
+/- 1,96 x SD. 
Figure 6: Bland–Altman 
plots for evaluating the 
agreement between 
methods for stomatal 
measurements in pedun-
culate and sessile oak. 
The central reference line 
represents the mean 
difference between the 
two methods, while the 
lower and upper dashed 
lines indicate the limits 
of agreement, calculated 
as the mean difference ± 
1.96 × SD.
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to, da bi lahko bila ta merilna napaka prisotna na celo-
tnem merilnem območju, vendar pa se razkrije le, kadar 
zajamemo zadostno variabilnost v velikosti struktur.  

Da bi lažje ugotovili, ali je natančnost zaznavanja 
struktur z avtomatizirano metodo enaka po celotnem 
merilnem razponu, smo naredili regresijsko analizo 
(Slika 7) med podatki, pridobljenimi z ročnimi meritva-
mi in podatki, pridobljenimi z avtomatiziranimi meritva-
mi za različne dimenzijske parametre. Regresijska premi-
ca, ki je upoštevala vse podatke za meritve istih  struktur, 
je pokazala dokaj dobro ujemanje med ročnimi in avto-
matiziranimi meritvami. Pri ločeni obravnavi posame-
znih merilnih območij se je izkazalo, da je bilo ujemanje 
med obema metodama v velikostnem razredu struktur 
20-25 µm razmeroma dobro, vendar so se pri večjih vre-
dnostih znotraj tega območja pojavljale večje absolutne in 

relativne napake. V velikostnem razredu 10-15 µm sta 
metodi močno odstopali od razmerja 1:1, pri majhnih 
strukturah pa korelacije med ročnimi meritvami in meri-
tvami, pridobljenimi z avtomatizirano metodo, sploh ni 
bilo več (Slika 7). To je lahko posledica tako razlik v za-
znavanju robov majhnih struktur pri avtomatizirani me-
todi kot tudi dejstva, da je pri ročnih meritvah teh struk-
tur težko objektivno določiti skrajni točki, med katerima 
želimo izvesti meritev zaradi omejitev v ločljivosti slike. 

Vsi ti rezultati nakazujejo, da je bila merilna napaka 
pri avtomatizirani metodi odvisna od velikosti merjene 
strukture. Zaradi tega ocenjujemo, da je metoda primerna 
nadomestitev ročnih meritev pri večjih strukturah (20-25 
µm, kar je razpon dolžine celic zapiralk pri obeh vrstah 
hrastov), kjer lahko reproducira trende, ki jih opazimo s 
pomočjo ročnih meritev. Ker so naše meritve zajele samo 

Slika 7: Primerjava med ročnimi meritvami v ImageJ in avtomatiziranimi meritvami v StoManager1. Za prikaz so bili uporabljeni 
podatki za obe vrsti hrasta skupaj, izločili pa smo podatke, za katere smo ugotovili, da merjena struktura ni primerljiva (širina 
porusa izmerjena z avtomatizirano meritvijo zajema precej večje območje – med obema celicama zapiralkama – kot pa ročna 
meritev). 
Figure 7: Comparison between manual measurements in ImageJ and automated measurements in StoManager1. Data from both 
oak species were combined for the analysis, while measurements in which the evaluated structures were not comparable were 
excluded (i.e., the stomatal pore width measured automatically covered a substantially larger area—between the two guard 
cells—than the manual measurement).
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območje do 25 µm, bi bilo potrebno za večje strukture uje-
manje med obema načinoma meritev dodatno preveriti.

Iz naših rezultatov lahko povzamemo, da je StoMa-
nager1 ustrezna nadomestitev ročnih meritev števila oz. 
gostote režnih kompleksov ter večjih struktur znotraj 
režnega kompleksa, kot je npr. dolžina celic zapiralk za 
izbrane drevesne vrste. Kot opozarjajo avtorji tega orod-
ja, ima StoManager1 omejitve in potencialne vire napak, 
zato priporočajo njegovo testiranje in primerjavo z roč-

nimi meritvami (Wang et al. 2024). Poleg tega lahko 
viri napak izhajajo tudi iz postopkov zajema posnetkov, 
npr. različnih jakosti osvetlitve, neostrih območij na 
sliki ter prisotnosti artefaktov (Gibbs et al. 2021, Wang 
et al. 2024, Gibbs & Burgess 2024). Četudi modeli na 
slikah natančno zaznajo in izmerijo listne reže, je po-
trebno rezultate biološko ovrednotiti ter preveriti, ali 
dejansko odražajo fiziološko delovanje rastline (Gibbs & 
Burgess 2024).

4 SUMMARY

Analyses of stomatal traits, such as density and size, are 
essential for understanding plant physiology, their 
adaptability to environmental conditions, and their re-
sponses to climate change. Such analyses are predomi-
nantly based on microscopy techniques and their de-
rivatives, which can be very time consuming. The aim of 
this study was to determine whether manual measure-
ments of stomata in tree seedlings can be replaced by 
automated measurements, which would substantially 
increase the number of samples that can be analysed due 
to time savings. Leaves of pedunculate and sessile oaks 
growing at the same site were preserved in 70 % ethanol. 
Imprints of lower epidermis were prepared by nail pol-
ish method and imaged under 200 x and 400 x magnifi-
cation of the microscope. Ten randomly selected micro-
graphs per each species were used to analyse the number 
of stomata as well as the length and width of guard cells 
and stomata, using both manual measurements in Im-
ageJ (Schneider et al. 2012) and automated measure-
ments in StoManager1 (Wang et al. 2023, Wang et al. 
2024a, b). The results were statistically evaluated by 
paired t-tests and Bland-Altman analysis, a statistical 
method to compare two quantitative measurement 
methods. No statistically significant differences be-
tween the two methods were found for the measure-
ments of stomatal number. Bland–Altman analysis 
showed good agreement between manual and automat-
ed measurements. Although the automated method 
slightly overestimated the number of stomata, the error 

was small (2.1 %) and could be possibly reduced by de-
creasing of sensitivity of the automated method. For size 
measurements, statistically significant differences were 
observed between the two methods. Mean guard cell 
lengths were lower when measured using the automated 
method compared to manual measurements, whereas 
guard cell widths, as well as stomatal widths and lengths, 
were higher with the automated method. Bland–Altman 
analysis revealed deviations between the methods at 
larger size ranges of the measured structures. Regres-
sion analysis indicated that agreement between manual 
and automated measurements was reasonably reliable 
within the size range of 20–25 µm (larger structures 
were not measured), but decreased with decreasing 
structure size, most likely due to image segmentation in 
the automated method and the associated less precise 
edge detection. In small structures, even minor segmen-
tation differences can lead to larger errors. On the other 
hand, manual measurements in microscopy images can 
also become increasingly subjective as the size of struc-
tures decreases, due to the difficulty of consistently 
identifying precise boundaries at or near the resolution 
limit. Our results thus indicate that StoManager1 is a 
suitable alternative to manual measurements of stoma-
tal density and larger stomatal traits in the selected tree 
species, although its outputs should still be validated 
against manual measurements and biological function 
due to potential methodological and image-acquisition 
related sources of error.
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